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RESUMEN EN ESPAÑOL (MÁXIMO 250 PALABRAS):  
Los síndromes progeroides se han propuesto como modelos para el análisis de 
procesos de senescencia celular, ya que estas enfermedades combinan varios 
fenotipos de envejecimiento humano normal con una considerable aceleración de 
tales procesos. Hutchinson-Gilford (HGPS) es uno de los síndromes progeroides 
más estudiados, que  manifiesta sus características fenotípicas de envejecimiento 
en diversas etapas de la vida post-natal, y el síndrome de Wiedemann-
Rautenstrauch (SWR), menos estudiado por su baja incidencia, cuyas 
características de envejecimiento aparecen en el nacimiento. El objetivo de este 
trabajo fue estudiar algunos procesos celulares y moleculares como: capacidad 
replicativa, acortamiento telomérico, expresión de la proteína p16 y β-
galactosidasa asociada a senescencia, en fibroblastos de piel de pacientes 
diagnosticados con los síndromes descritos anteriormente. Los resultados 
muestran mayor expresión de p16 (66-60%) y β-galactosidasa asociada a 
senescencia (98-88%) en doblajes poblacionales acumulados máximos (DPAm), 
27 HGPS y 36 SWR menores con respecto a fibroblastos de individuos  sanos C2 
45 y C1 40. La  tasa de acortamiento telómerica es mayor en los fibroblastos del 
paciente con HGPS, mientras que el paciente con SWR tuvo una tasa de 
acortamiento telómerico similar a los controles; sin embargo, la pérdida de  los 
telómeros se da DPAm menores con respecto a los controles sanos. Se concluye 
que los fibroblastos de pacientes con síndromes progeroides poseen una 
acelerada senescencia replicativa, confirmada por la expresión de p16, B-
galactosidasa, y acortamiento de los telómeros, mayor en los fibroblastos del 
paciente con HGPS que en el de SWR. 
TRADUCCIÓN DEL RESUMEN AL INGLÉS: 
 
Progeroid syndromes have been proposed as models for the analysis of cellular 
senescence process, as these conditions combine several normal human aging 
phenotypes with a considerable acceleration of such processes. Hutchinson-
Gilford  (HGPS) is one the progeroid syndromes most studied, which expresses 
phenotypic characteristics of aging in various stages of post-natal; and the 
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Wiedemann-Rautenstrauch syndrome (WRS), less studied by the low incidence, 
whose characteristics aging appear at birth. The objetive of this work was to study 
some molecular and cellular processes such as: lifespan, telomere shortening, 
expression of protein p16 and senescence-associated β-galactosidase in skin 
fibroblasts of patients diagnosed with the syndromes described above. The results 
showed, increased expression of p16 (66-60%) and senescence-associated β-
galactosidase (98-88%) in maximum cumulative population doublings  (CPDm), 27 
HGPS and 36 WRS more lower than fibroblasts healthy individuals C2 45 and  C1 
40. The rate of telomere shortening is greater in HGPS patient fibroblasts, whereas 
the patient with WRS had a telomere shortening rate similar to controls, but the 
loss of telomeres occurs CPDm lower compared to healthy controls. We conclude 
that fibroblasts from patients with progeroid syndromes have an accelerated 
replicative senescence, confirmed by the expression of p16, B-galactosidase, 
telomere shortening, which is higher in patients with HGPS fibroblasts than in WRS 
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1. INTRODUCCIÓN 
El envejecimiento humano es el resultado de una compleja interacción de factores 
genéticos y ambientales. Existen diferentes teorías del envejecimiento, sin 
embargo, es difícil su unificación debido a que muchas de estas se contradicen 
(Dyer Christopher  y  Sinclair Alan, 1998). 
Los estudios experimentales de envejecimiento son difíciles debido al efecto de 
variables de enfermedades y factores extrínsecos.  Los modelos de 
envejecimiento en ratones, gusanos, y moscas, han mostrado mecanismos de 
envejecimiento, es decir, la modulación genética y bioquímica, que altera la 
duración de la vida de diversas especies. Sin embargo, estos sistemas modelo 
tienen limitaciones y su vida útil es considerablemente más corta que la de los 
humanos. Por lo tanto, es posible que los resultados bioquímicos y genéticos de 
los organismos modelo puedan no ser relevantes para los seres humanos (Dyer 
Christopher  y  Sinclair Alan, 1998 Martin George M., 2004). 
Los síndromes progeroides, se proponen como modelos para simplificar el análisis 
del  proceso de envejecimiento humano, debido a que estas enfermedades 
incluyen diversos grados de susceptibilidad a enfermedades de la vejez y 
discapacidades, las cuales hacen parte de un espectro de fenotipos senescentes 
que escapan a la fuerza de la selección natural. Además, dada la probabilidad de 
que las mutaciones o desórdenes genéticos sean precursores de tales trastornos 
geriátricos, los investigadores pueden trabajar a este nivel molecular de la 
enfermedad, para dilucidar los mecanismos subyacentes del envejecimiento. La 
investigación en este campo puede dar nociones de la naturaleza de los genes y 
el comportamiento célular del envejecimiento humano (Martin George M., 2004, 
2005, 2007).    
El envejecimiento también es considerado como un proceso irreversible de 
declinación de la proliferación con relación a la edad. A medida que las células se 
aproximan a este límite, presentan cada vez más signos de senescencia que se 
describen con un aumento de tamaño célular, baja densidad, ausencia de 
proliferación, incremento de  la actividad  galactosidasa, detención del ciclo 
célular, incremento de las proteinas p53, p16, p21, disfunción telomérica, 
reducción de la tasa metabólica y capacidad replicativa disminuída (Hayflick, L., 
1965; Prieur Alexandre y Beeper Daniel S, et al, 2008). Este fenómeno de 
detención célular se conoce como, senescencia replicativa y una de sus causas es 
la reducción progresiva de los telómeros en cada  división célular.  
Los telómeros cumplen un rol esencial en la preservación de la integridad 
cromosómica, protegiendo al ADN codificante de la acción enzimática y la 
degradación, también median interacciones importantes entre los cromosomas y la 
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matriz nuclear, e interactúan con mecanismos de regulación del ciclo célular como 
la proteína ATM  por sus siglas en inglés, (Ataxia telangiectasia mutated) que es 
un sensor del daño al ADN y también se activa cuando los telómeros son 
demasiado cortos, induciendo la expresión de proteínas: p53/p21 encargadas de 
bloquear el ciclo célular (Blackburn Elizabeth H., 2001). p16 es otra proteína 
importante en la inducción de senescencia replicativa, es un inhibidor de las 
proteínas CDK  (kinasas dependientes de ciclinas) CDK4 y CDK6 e induce la hipo-
fosforilación de la proteína pRB por sus siglas en inglés (Retinoblastoma Protein) 
la cual bloquea la transición de G1 a S (Beauséjour Christian, et al, 2003, May 
Shawi y Chantal Autexier, 2008).    
En este estudio se seleccionó a p16 como uno de los marcadores importantes en 
la senescencia, al igual que la actividad B-galactosidasa; esta enzima está 
presente en células senescentes debido a que éstas aumentan su tamaño y la 
concentración de lisosomas a pH: 6.0 lo que no sucede en células jóvenes a este 
mismo pH (Dimri Goberdhan, et al, 1995).   
Estudios in vitro en mamíferos sugieren que las células al acortar los telómeros 
desencadenan senescencia célular o apoptosis. Estudios en seres humanos han 
demostrado que existe una tendencia a la disminución de la longitud de los 
telómeros con el envejecimiento en diferentes tipos de células y tejidos. Los 
factores que influyen en el mantenimiento de los telómeros no son conocidos 
plenamente; sin embargo, es probable que tanto los factores biológicos, genéticos 
y ambientales intervengan en tal proceso (Lianqing Yang, et al, 2001, Allsopp 
Richard, et al,  1992, Njajou, Omer T, et al, 2001, Serraa Violeta, y Zglinickib 
Thomas, 2002 Martin George M, et al, 2007).   
Adicionalmente la ubicación de los telómeros en el núcleo, estructura que ha sido 
relacionada de diferentes formas como el sitio de origen de las anomalías 
presentes en algunos síndromes progeroides, justifican el estudio de esta 
estructura cromosómica y su papel en la patogénesis de estos síndromes 
Este estudio se desarrolló con el objetivo de aportar evidencia experimental de la 
capacidad replicativa y prevalencia de algunos marcadores de senescencia como 
p16, actividad B-galatocidasa y tasa de acortamiento de los telómeros en 
fibroblastos primarios de pacientes diagnosticados con dos síndromes  
progeroides SWR, HGPS y controles sanos; además se establecieron diferencias 
y similitudes entre los fibroblastos de dichas muestras.  
Una mejor comprensión de este fenómeno contribuirá al estudio de la senescencia 
célular que subyace a dos síndromes progeroides: HGPS  el cual muestra 
características fenotípicas de envejecimiento en etapas posnatales,  y en especial 
SWR cuyas caraceristicas aparecen en el nacimiento el cual ha sido poco 
estudiado debido a su baja frecuncia mundial. 
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2.  ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 
La longevidad se considera como la duración y esperanza de vida de muchas 
especies, y se relaciona con el peso medio del cerebro del adulto y el peso medio 
del cuerpo. Esa relación se denomina índice de cefalización,  a medida que es 
mayor, la especie se considera más longeva. Los humanos tenemos el mayor 
peso del cerebro comparado con el peso del cuerpo, por lo que somos en 
consecuencia uno de los mamíferos más longevos (Sacher George A. 1978). 
 
En 1930 la esperanza de vida en Estados Unidos, fue de 58 años para los 
hombres y 62 para las mujeres. Para el 2001 la expectativa de vida es de 74 años 
para los hombres y 80 años para las mujeres, en Francia los hombres viven 75 
años y las mujeres 83, y en el Japón, 78  años los hombres y mujeres de 84 años, 
como vemos la esperanza de vida ha aumentado de forma líneal, en los últimos 
años en países desarrollados y se espera que aumente a 88 años en el 2075 de 
acuerdo a las estadísticas del Instituto Nacional de Envejecimiento de Estados 
Unidos, 2006. 
Con respecto al género, se ha establecido que los hombres tienen menor 
espectativa de vida que las mujeres y muchos gerontólogos opinan que éstas 
viven más por los considerables avances en la medicina relacionada con el parto y 
porque los varones son más vulnerables a casi todas las causas de muerte en 
especial a las enfermedades cardiovasculares (Jan Vijg  y Yousin Suh, 2005).  
No existe unanimidad en cuanto a una definición del término envejecimiento, pero 
una aproximación aceptada desde el punto de vista biológico lo considera como el 
resultado final de un acúmulo universal, progresivo e intrínseco de cambios, que 
comprometen la efectividad fisiológica del organismo y conducen por último a la 
muerte. El envejecimiento puede considerarse como una disminución progresiva 
en respuesta fisiológica al estrés. También se entiende como un proceso 
irreversible de declinación de la proliferación con relación a la edad y surge como 
un subproducto de acción de genes o por los efectos de la selección natural 
(Kipling D, Davis T, et al, 2004). 
Se han planteado varias teorías del envejecimiento entre las que se incluyen, daño 
al azar de ADN, proteínas y lípidos por radicales libres, también se encuentran las 
teorías de envejecimiento programado (genes de longevidad, síndromes de 
envejecimiento acelerado, senescencia célular, muerte célular, envejecimiento 
inmunológico o endocrino). Por lo tanto, algunos cambios asociados al 
envejecimiento pueden ser programados, mientras otros pueden ser estocásticos 
e impredecibles (Rose Michael R, 1999, Pardo Andreu Gilberto y Delgado 
Hernández René 2003).  
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2.1. Teorías y modelos de envejecimiento.  
2.1.1. Teorías evolucionistas. 
Una de las teorías del envejecimiento precisa este hecho como una renovación 
necesaria de generaciones, argumentado que la evolución de una especie, 
mediante la selección natural, no puede ocurrir si no hay una sucesión de 
individuos. La teoría del bien de la especie o del gen egoísta, establece que el 
envejecimiento permite la renovación de las generaciones, los individuos más 
viejos mueren para dar lugar a los más jóvenes. Es pues para el bien de la 
especie, y no para el suyo propio, que un individuo envejece. Bajo este concepto 
el envejecimiento no es una etapa natural de la vida, como el nacimiento o la 
reproducción, esta etapa permite acelerar la muerte del individuo y en 
consecuencia facilitar la renovación de las generaciones (Dawkins Richard, 1976). 
Otra teoría evolucionista la propuso el biólogo Haldane, esta establece que el 
envejecimiento es inducido por el efecto combinado de muchos genes 
pleiotrópicos los cules afectan varios fenotipos a la vez, cada uno de los cuales 
tendría un efecto beneficioso al principio de la vida del organismo, siendo más 
tarde adversos. El  baso su teoria en el estudio de la enfermedad de Huntington; 
enfermedad genética mental que conduce a la demencia y luego a la muerte de 
los individuos que la padecen (Williams GC. 1957). Esta enfermedad afecta a una 
de 15.000 personas en poblaciones europeas. Así mismo, el síndrome de 
envejecimiento prematuro; Hutchinson-Gilford afecta a una persona entre ocho 
millones. Teniendo en cuenta la teoría de la selección natural, el número de 
incidencia de los genes que derivan estas enfermedades dentro de la población, 
debería ser casi nula. Sin embargo, aún persiste,  dada la particularidad de la 
mutación del gen, que afecta a los individuos desde el momento de la 
fecundación. La selección natural no favorecerá ni desfavorecerá la permanencia 
del gen dentro de la población, debido a que este posee un comportamiento 
pleiotrópico, que se manifiesta en diferentes etapas del desarrollo en los pacientes 
que la padecen, de la misma manera que lo harán los genes de envejecimiento en 
personas sanas en diferentes etapas de la vida (Jan Vijg  y Yousin Suh, 2005). 
2.1.2. Teoría de  radicales libres 
La teoría de los radicales libres fue enunciada por Hamon en 1956 y propone que 
estos dañan la función célular. En los seres humanos, la producción y acción de 
radicales libres se relacionan con enfermedades de la vejez como: aterosclerosis, 
artritis, distrofia muscular, cataratas, disfunción pulmonar, varios desórdenes 
neurológicos, declinación del sistema inmune e incluso cáncer, entre otros 
(Beckman Kenneth y Bruce Ames, 1998). 
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Los radicales libres son átomos o moléculas con uno o más electrones sin 
neutralizar, por lo tanto tienen una tendencia a ceder o captar electrones 
transformándose en moléculas altamente reactivas. Éstos dirigen su poder 
mutagénico a los ácidos nucléicos y alteran la funcion de proteínas y lípidos en la 
célula (Beckman Kenneth y Bruce Ames, 1998). Los radicales libres atacan a 
ácidos nucleicos como el ADN, ocasionando modificaciones en sus cuatro bases 
nitrogenadas, también rompe o entrecruzan las hebras del ADN. El ataque de 
especies reactivas de oxígeno (EROs) es la mayor fuente de lesiones 
espontáneas del ADN. EROs incluyen el ion superóxido (O-2),  radical hidroxilo 
(OH-),  peróxido de hidrógeno (H2O2). Los radicales libres son originados 
principalmente durante la reducción química y enzimática de moléculas de 
oxígeno en la célula. (Nohl H. 1993; Beckman Kenneth y Bruce Ames, 1998) 
El organismos poseen diferentes formas para mantener la estabilidad célular por 
medio de antioxidantes como las vitaminas A, E y C  y enzimas: catalasas, 
peroxidasa, y superoxido-dismutasa entre otras (Stadtman Earl r,  2002) 
Además el organismo es capaz de repara las secuencias de ADN dañadas por 
medio procesos de reparacion de ADN denominadas recombinación homóloga por 
sus siglas en inglés (Homologous Recombination HR) y no homóloga, (Non-
Homologous End Joining NHEJ). La diferencia fundamental entre estos 
mecanismos de reparación es que la HR promueve una reparación del daño de 
manera precisa, copiando la información intacta de una cadena de ADN molde 
homóloga no dañada, mientras que NHEJ es un mecanismo independiente de 
homología que simplemente une extremos rotos, también existe otro tipo de 
reparación llamada tendente de error, que es el último recurso de la célula para 
asegurar su supervivencia frente a lesiones que no se han podido reparar por 
otros procesos. Las proteínas TLS (por sus siglas en inglés TransLesion Sintesis) 
permiten  replicar el genoma a pesar de la presencia de daño no reparado 
mediante la intervención de polimerasas con una función muy específica, pero con 
tendencia a producir mutaciones (Friedberg, Errol C, et al 2002,  Gueranger et al, 
2008). Si la reparación no tiene tiempo de hacerse antes de que la célula entre en 
mitosis, el cambio se vuelve irreparable, provocando apoptosis, senescencia, 
muerte célular, o cáncer. Otro sistema que poseen las células para hacerle frente 
a las alteración por EROs, a proteínas es la degradación de estás proteínas vía 
proteosoma, o eliminación de orgalos como las mitocodrias por autofagia, estos 
sistemas contribuyen al anabolismo de biomoléculas y biogenesis de organelos, 
importantes en el mantenimiento de la homeostasis célular. (Stadtman Earl r, 
2002; Viteri Gabriela, et al, 2009).  
Todas las células de un organismo multicelular complejo están sometidas a un 
riguroso control que abarca tanto su potencial de proliferación y diferenciación 
como la muerte celular por senescencia o apoptosis. El triángulo que se establece 
entre los índices de proliferación, diferenciación y apoptosis constituye la base 
sobre la cual se asienta la homeostasia de órganos y tejidos.  Es factible que una 
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fracción de  daños en las células que no pueda ser reparados y que la 
acumulación contribuya a la pérdida de las funciones fisiológicas relacionadas con 
la edad (Nohl H. 1993). 
2.1.3. Daño del genoma mitocondrial. 
 Otro blanco para acumular mutaciones durante el envejecimiento es el genoma 
mitocondrial. Las mitocondrias son críticas para el funcionamiento célular ya que 
proveen la energía que requiere la célula, en forma de ATP (Adenosin Trifosfato), 
a través del proceso de fosforilación oxidativa. Cada célula puede tener varios 
cientos de mitocondrias, y cada una de ellas posee varios genomas 
mitocondriales. Mutaciones puntuales y/o deleciones de los genes mitocondriales 
causan disminución de la fosforilación oxidativa. La velocidad de mutación en la 
mitocondria es 10-20 veces mayor que la del ADN nuclear, principalmente por tres 
razones: 1) está expuesto a altos niveles de EROs los que se producen como 
subproducto del proceso respiratorio; 2) no está protegido por proteínas, y 3) no 
posee la misma capacidad para reparar los daños en el ADN. Se piensa que 
mutaciones en la mitocondria pueden llevar a una producción de energía 
defectuosa, producción de EROs por un transporte de electrones alterado e 
inducción de apoptosis. Una disminución de la función mitocondrial ha sido 
observada con la edad en distintas especies incluyendo los humanos. Las 
mutaciones en las mitocondrias no sólo producen un aumento en la producción de 
EROs, si no que también hacen al ADN mitocondrial más susceptible a sufrir 
daños por éstos (Wallace DC. 1992; Beckman Kenneth y Bruce Ames, 1998 
Balaban, R.S. et al 2005). Se han correlacionado mutaciones mitocondriales con 
patologías específicas, como ceguera, sordera, problemas motores, debilidad 
muscular, epilepsia y disfunciones de la médula ósea. Muchos de estos cambios 
patológicos no son aparentes en el nacimiento, sino que aparecen varias décadas 
después. Esto se debe a que las células poseen una mezcla de mitocondrias 
normales y otras con mutaciones aspecto conocido como heteroplasmia. Se cree 
que los cambios patológicos serían el resultado de un cambio en el porcentaje de 
heteroplasmia versus la relativa capacidad de fosforilación oxidativa presente en la 
célula. En edades tempranas, el porcentaje de genomas mitocondriales normales 
sería suficiente para mantener las células viables, en cambio en edad avanzada, 
este mismo porcentaje sería insuficiente, ya que la capacidad de fosforilación 
oxidativa se encuentra disminuida (Dufour, E y Larsson, N 2004). 
2.1.4. Glicosilación de proteínas en el envejecimiento 
Otro proceso que ocurre en el envejecimiento es la reacción de glicosilación 
descubierta por el químico francés Louis Maillard. Estos productos son formados 
por  reacciones no enzimáticas entre grupos aldehídos de azúcares reductores y 
los grupos aminos de proteínas. En condiciones in vivo, este proceso depende 
principalmente de los niveles de glucosa presentes en la sangre, lo que explica un 
aumento en la producción de estas proteínas altamente glicosiladas en diabetes. 
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Se ha demostrado que el control de la glucosa sanguínea es menos estricto con la 
edad, lo que puede conducir a una tolerancia a la glucosa, con largos periodos en 
los que se puede detectar alta concentración de glucosa plasmática, favoreciendo 
la formación de estos productos (Brownlee M, 1995).  
 Se ha descrito glicosilación de muchas proteínas importantes como: hemoglobina, 
fibrinógeno, lipoproteínas y ferritina. Sin embargo, tiene especial importancia la 
glicosilación de proteínas de la matriz extracélular, las cuales presentan bajo 
recambio, como el colágeno. La formación de productos del colágeno altamente 
glicosilados produce un entrecruzamiento que lleva a una alteración de la matriz 
extracélular y de su interacción con las células. Algunas de las consecuencias de 
estas alteraciones incluyen el estrechamiento de los vasos sanguíneos, retención 
de otras proteínas plasmáticas como LDL (lipoproteína de baja densidad) 
engrosamiento de las membranas basales, disminución de la elasticidad de los 
vasos sanguíneos, piel y ligamentos. Por otra parte, estos productos altamente 
glicosilados se unen a receptores específicos de células del sistema inmune, lo 
que induce la liberación de mediadores proinflamatorios. Las moléculas de 
glucosa presentes en el organismo pueden combinarse con distintas proteínas, 
modificando así su estructura y función acelerando la senescencia célular (Hartog 
J, Voors A, y Veldhuisen D van, 2007).  
 No obstante estos hallazgos persisten, sin embargo, una ausencia en la 
descripción de los mecanismos básicos causantes del envejecimiento, en parte 
debido a la carencia de modelos adecuados para su estudio. En los últimos 10 
años la biología del envejecimiento ha dejado de ser una disciplina simplemente 
descriptiva, lo que ha generado la aparición de una gran variedad de nuevos 
modelos útiles para el estudio y manipulación de este proceso (Kipling D, 2004). 
Uno de estos modelos son los animales que muestran una gran variedad de 
fenotipos asociados al envejecimiento normal, los cuales han permitido entender 
cambios en tejidos y órganos (Warner HR, et al, 2003). También ha sido posible 
describir  varios genes que regulan el envejecimiento y determinan la longevidad, 
usando nematodos, moscas y mamíferos especialmente ratones.  
2.2. Modelos de envejecimiento 
2.2.1. Modelos de longevidad, usando nematodos, moscas y ratones. 
La complejidad del proceso de envejecimiento se pone de manifiesto dentro de la 
misma especie, no todos los individuos envejecen por igual, lo que sugiere la 
existencia de condicionamientos de carácter genético con un fuerte componente 
ambiental, que marcan las pautas del proceso de senescencia. Se ha observado 
que algunos de estos procesos son universales, es por esto que se han usándo 
modelos animales relativamente simples, para analizarlos, como: Drosophila 
melanogaster, Caenorhabditis elegans, y mamíferos en especial ratones (Kipling 
D, 2004). 
                                                                          8 
                                                                      
 Kenyon Cynthia et al 1993, encontraron que un cambio en el gen daf-2, hacía 
duplicar la longevidad de C. elegans. Este hallazgo evidenció que el periodo de 
vida es regulado por genes y resulta por consiguiente modificable. El gen daf-2 
codifica para el factor de transcripción daf-16, el cual regula genes implicados en 
muchos procesos, incluyendo metabolismo (interactua con el receptor de insulina), 
respuesta a estrés y acción antimicrobiana; 734 genes son regulados por daf-16 
en C. elegans, de los cuales 15 estimulan el crecimiento de tumores y 15 lo 
limitan. Es así, que daf-2 y daf-16 operan de manera conjunta para integrar la 
longevidad y la resistencia a tumores. Los genes que estimularon el desarrollo 
tumoral también aceleraron el envejecimiento y los que obstaculizaron el 
desarrollo tumoral disminuyeron el proceso de envejecimiento y extendieron la 
duración de la vida de estos organismos.  
El lapso de vida de un organismo parece estar inversamente correlacionado con 
su tasa metabólica y por lo tanto con la tasa del daño oxidativo. La restricción 
calórica puede ser utilizada para prolongar el lapso de vida útil y disminuir la 
frecuencia de aparición de cáncer, en diferentes organismos desde levaduras 
hasta mamíferos. La acumulación EROs induce una pobre reparación de las 
lesiones del ADN, efecto que se acentúa notoriamente con la edad, hasta llegar al 
cese de las funciones vitales (Gredilla, R. y Barja, G. 2005). 
Se ha avanzado en la identificación de genes que regulan la longevidad, y muchos 
de ellos parecen pertenecer a las vías metabólicas. El gen Indy, descubierto por 
Wang Pei Yu, et al 2009 participa en el metabolismo, como transportador de 
algunos metabolitos intermediarios del Ciclo de Krebs, predominando en la 
membrana plasmática de las células del intestino medio y la grasa corporal de 
Drosophila melanogaster, radicando su importancia en la captación, utilización y 
almacenamiento de nutrientes. La mutación de Indy  extiende más tiempo y de 
forma más sana la vida de este organismo,  debido a que estas mutaciones 
pueden crear un estado metabólico que imita la restricción calórica.  
Otros mecanismos involucrados en la restricción calórica son los receptores de 
insulina. Blüher Matthias, et al, 2006 creo un  ratón denominado Firko por las 
siglas de su nombre en inglés (Fat-specific Insulin Receptor Knock Out), los cuales 
carecen del gen  activador de los receptores de insulina en células adiposas. Esta 
mutación provocó una disminución de la masa grasa y alteraciones en la vía de la 
insulina. La insulina normalmente induce lipogénesis (aumento de la síntesis de 
los lípidos o grasas) e inhibe la lipólisis (degradación de esos mismos 
compuestos); estos ratones no pueden inducir la nueva síntesis de lípidos y al 
mismo tiempo degradan muy rápido los lípidos formados. Los ratones Firko son 
más delgados (entre un 15 y 25%), y poseen menos grasa corporal (la reducción 
osciló entre el 50 y el 75%) y viven una media de 134 días más, es decir, un 18% 
más que los otros ratones. Por lo tanto, una reducción de la masa grasa, puede 
estar asociada con una mayor longevidad en los ratones, posiblemente a través de 
efectos sobre la señalización de la insulina. El hallazgo de que animales delgados 
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viven más tiempo no es nuevo y podría deberse, entre otras cosas, a una relación 
entre el menor consumo de alimentos y una declinación de la producción de 
radicales libres, producto de la respiración célular, cuyo incremento está ligado al 
proceso de oxidación y envejecimiento (Gredilla, R. y Barja, G. 2005). 
Sin embargo, hasta qué punto estos modelos describen el envejecimiento 
humano, teniendo en cuenta que los procesos de  envejecimiento podrían ser 
diferentes entre las especies (Partridge L, et al, 2002,  Kirkwood TB, 1996, Martin 
George, et al 2004). 
2.2.2 Modelos de envejecimiento síndromes progeroides. 
Un modelo óptimo sería aquel que permita el estudio directo del envejecimiento 
humano. Sin embargo, este presentaría dificultades desde el punto de vista 
práctico, debido al carácter poligénico de muchas de las patologías asociadas al 
envejecimiento. Una alternativa a estos análisis es el estudio de los síndromes 
progeroides, ya que son modelos de envejecimiento segmentales, es decir, que no 
son en sentido estricto fenocopias “puras” del envejecimiento normal. Esta es una 
valiosa herramienta para el análisis de los cambios genéticos, moleculares y 
célulares específicos que podrían asociarse a cambios fenotípicos particulares del 
envejecimiento humano normal (Martin George, 1978; 2005) 
Estos síndromes se pueden clasificar en dos grupos de acuerdo a sus defectos 
moleculares subyacentes:  
• El primer grupo, causado por defectos en el genoma, asociados a los 
mecanismos de mantenimiento de la estabilidad, tales como reparación del ADN. 
Ejemplos típicos de este primer grupo son: síndrome de Werner (WRN), Cockayne 
y Xeroderma pigmentoso (XP).   
• El segundo grupo de enfermedades progeroides incluye las causadas por 
alteraciones en la arquitectura de la envoltura nuclear Hutchinson-Gilford. (Mariño 
Guillermo, et al, 2008) 
 Werner (WRN) es una enfermedad autosómica recesiva, que se caracteriza por 
envejecimiento prematuro: diabetes mellitus tipo 2, atrofia gonadal, atrofia de la 
piel, pérdida de pelo y pelo canoso, osteoporosis,  cataratas oculares,  neoplasia, 
y muerte entre la tercera y quinta década. El gen asociado al envejecimiento 
prematuro en el síndrome de WRN codifica para una ADN-helicasa. La helicasa y 
exonucleasa de WRN actúan conjuntamente; la primera es activa al final del 
dúplex de ADN mientras que la actividad exonucleasa está activa en el extremo 
romo del duplex. La actividad helicasa tiene preferencia por ADN de doble cadena 
en la dirección 3'-5';  la helicasa normalmente rompe enlaces de hidrógeno entre 
las bases de ADN de doble cadena utilizando la energía de hidrólisis de ATP; sin 
embargo, la helicasa de WRN, desenrolla el ADN de doble cadena en la dirección 
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opuesta, indicando que la direccionalidad de la helicasa no puede participar en 
procesos como transcripción y replicación que ocurren en dirección 5'-3' aboliendo 
su actividad. Sin embargo, la actividad exonucleasa no es abolida y puede actuar 
sobre nicks o gaps de la doble hélice de ADN, generando deleciones, inserciones 
y translocaciones del ADN cromosómico.   (Wang Lan et al 2000, Epstein CJ et al 
1996, Oshima Junko, et al 2003). 
En algunos pacientes Werner, también se han establecido mutaciones atípicas en 
lámina A como sustitución de aminoácidos en el dominio α- helicoidal (R133L y 
L140R) (Lishan Chen, et al, 2003).   
El Xeroderma pigmentoso (XP) y el síndrome de Cockayne (CS) son raros 
trastornos autosómicos recesivos asociados con un defecto en la reparación por 
escisión de nucleótidos NER (del inglés Núcleotide excision repair), vía necesaria 
para la reparación de ADN. Las personas afectadas con estas enfermedades 
presentan los siguientes fenotipos: baja talla, microcefalia, calcificaciones 
intracraneales, aspecto progeroide, fotosensibilidad cutánea, cabello delgado y 
seco, desarrollo de neoplasias, retinopatía progresiva pigmentosa, sordera 
neurosensorial, caries dentales, degeneración neurológica progresiva, entre otras 
(Kenneth, H et al. 2007). 
El síndrome de Hutchinson-Gilford, (HGPS), es una enfermedad autosómica 
dominante cuyas características fenotípicas de envejecimiento prematuro 
aparecen en diversas etapas de la vida post-natal, y en las cuales se han descrito 
algunos cambios genéticos específicos; actualmente se conoce cuál es la 
alteración genética que produce el envejecimiento prematuro en pacientes con 
HGPS; 18 de 20 pacientes poseen una mutación en el gen que codifica para la 
lámina A (Figura 1), localizado en el cromosoma 1 (1q21.2), la que conduce al 
reemplazo del  nucleótido citosina por  timina en la posición 1824. Esta mutación 
produce una deleción de 50 aa cerca al extremo C-terminal de la pre-lámina A, 
impidiendo el procesamiento o maduración de la proteína lámina-A (Figura2) 
(Mariño Guillermo,2008, Eriksson M, et al, 2003). 
En 1979 Wiedemann describió un síndrome de envejecimiento prematuro 
basándose en dos pacientes propios y otros dos casos reportados previamente, 
en los cuales algunas características del envejecimiento son aparentes desde el 
nacimiento (Rautenstrauch T, Snigula F, 1977). A partir de entonces, cerca de 28 
casos han sido reportados en la literatura, lo que se ha denominado como progeria 
neonatal (SPN) o síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch (SWR) (OMIM: 
264090). Varios de estos casos han sido descritos por el grupo de neurociencias 
de la Universidad Nacional (Arboleda H, et al 1997, 2005) y diferentes autores 
están de acuerdo en que presenta un patrón de herencia autosómico recesivo. 
Hasta el momento los cambios genéticos asociados al SWR no son conocidos, 
pero la particularidad de su expresión en etapas tempranas del desarrollo permite 
plantear que el posible el gen asociado a SWR es de particular importancia para el 
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estudio de las funciones críticas tempranas de las células, cuya alteración causa 
procesos de senescencia célular prematura en etapa prenatal. Este aspecto es 
una característica diferencial con respecto a los otros síndromes  mencionados 
anteriormente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                          12 
                                                                      
 
 
 
    
  
 
Figura 1 Esquema de los dominios de la proteína lámina A   (Tomada y 
modificada Shurong Huang, et al  2007) 
 
• Cabeza globular en el extremo NH2 Terminal. 
• Cuatro dominios en espiral o alfa hélice. 
• Dominio globular en el extremo COOH, se une a una molécula llamada 
farnesil (ácido graso de 15 carbonos C15H28O7P2) que permite el anclaje de las 
láminas a la membrana nuclear interna.  
• CAAX dentro del extremo COOH (secuencia de aminoácidos (Cisteina), dos 
aminoácidos alifáticos, X (metionina, serina, alanina) que aumentan la naturaleza 
hidrofóbica de la proteína (Shurong Huang, et al  2007). 
 
  
              
 Cabeza globular  
En el extremo 
NH2 Terminal 
Cuatro dominios en alfa hélice  
Dominio globular en el  
Extremo COOH 
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Figura 2 Procesamiento de la proteína  Lámina A en células normales y en 
pacientes con HGPS (tomada y modificada, Misteli Tom y Scaffidi Paola, 2005). 
 
En personas sanas el grupo farnesil es carboximetilado para ser reconocido por la 
enzima ZMPSTE24 zinc metaloproteasa, esta enzima cliva el grupo farnesil, del 
extremo carboxi-terminal, permitiendo la conformación de la lámina A. Dentro de 
las funciones de lámina A están: Conformar la estructura de la envoltura nuclear, 
replicación del ADN, división célular, punto de anclaje del núcleo al citoesqueleto 
de la célula. En pacientes con HGPS los cuales poseen la mutación que provoca 
la deleción de 50 aa cerca al extremo C-terminal de la proteína, impide que pre-
lámina-A sea reconocida por la enzima zinc metaloproteasa, induciendo 
desorganización de la heterocromatina, anormalidades en la envoltura nuclear, 
deficiencia en la reparación de ADN genómico e inestabilidad genómica (Misteli 
Tom y Scaffidi Paola, 2005). 
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2.2.3. Cuadros clínicos de los síndromes de envejecimiento estudiados  
2.2.3.1. Cuadro clínico Síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch (SWR) 
El SWR también conocido como síndrome progeroide neonatal, es una 
enfermedad genética que se hereda en forma autosomica recesiva. La herencia 
recesiva significa que ambos alelos de un par deben estar defectuosos para 
causar la enfermedad. Si una persona sólo tiene un alelo defectuoso, se la 
considera portadora; sin embargo, le puede transmitir el alelo anormal a sus hijos.  
El síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch se caracteriza por talla baja y peso al 
nacer, facies envejecidas, suturas abiertas, alteración generalizada en osificación, 
dentición neonatal, atrofia del tejido célular subcutáneo, depósitos paradójicos de 
grasa que pueden acumularse en torno a los gluteos, áreas alrededor de los 
genitales y el ano y la zona entre las costillas y las caderas, alteraciones 
bioquímicas, particularmente disfunción endocrina (hipertrigliceridemia, 
hipercolesterolemia, hiperinsulinismo). Los niños también tienen alteraciones 
craneofaciales que incluyen abombamiento frontal y parietal, los huesos de la cara 
son anormalmente pequeños; la nariz tiene forma de un pequeño pico que se hace 
más pronunciada con la edad avanzada; escaso cabello, cejas, y  pestañas; 
brazos y piernas delgados; manos y pies grandes; alteraciones neuromusculares; 
diferentes grados de retraso mental y  retraso en la adquisición de habilidades que 
requieren coordinación mental y muscular (retraso psicomotor).  Además, en 
muchos casos, los lactantes y los niños son propensos a infecciones respiratorias 
repetidas que pueden dar lugar a complicaciones potencialmente mortales. Una de 
las características más importantes en la mayoría de casos de SWR es su corta 
supervivencia. La expectativa media de supervivencia es de 7 meses. Sólo 6 
casos han mostrado una mayor supervivencia, de 15 meses a 16 años de edad 
(Wiedemann HR. 1979, Rautenstrauch T, et al, 1994, Arboleda H, Arboleda G. et 
al 2005). 
2.2.3.2. Cuadro clínico del síndrome de Hutchinson-Gilford (HGPS). 
Los pacientes con HGPS son niños sanos al nacer, quienes en el transcurso del 
primer a segundo año presentan rasgos de envejecimiento precoz y progresivo. 
Los rasgos que aparecen inicialmente son placas esclerodérmicas en la piel de la 
cadera y región superior de las extremidades inferiores y genitales. Posteriormente 
se va desarrollando una disminución en la producción de sudor por parte de las 
glándulas sudoríparas.  
Los aspectos más importantes incluyen facies de pájaro, alopecia, venas 
prominentes, ojos grandes, micrognatia, dentición anormal y retardada, tórax con 
apariencia de pera "acampanado", clavículas cortas, piernas arqueadas, debido a 
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una extensión incompleta de caderas y rodillas, extremidades superiores delgadas 
con articulaciones prominentes, talla baja, peso bajo para la talla, maduración 
sexual incompleta y disminución de la grasa subcutánea. Otros signos que se 
manifiestan usualmente son piel esclerodérmica, alopecia de pestañas y cejas, 
orejas prominentes con ausencia de lóbulos, nariz ganchuda, labios delgados con 
cianosis perioral, paladar alto, voz de tono alto y uñas distróficas (Pardo V, Rosa 
Andrea y Castillo T Silvia, 2002). 
2.3. Senescencia célular, telómeros y telomerasa  
El envejecimiento también es considerado como un proceso irreversible de 
declinación de la proliferación en relación con la edad. Hayflick encontró que los 
fibroblastos de pulmón se dividian cierto número de veces. A medida que las 
células se aproximan a este límite presentan cada vez más signos de 
envejecimiento célular; como una explicación de las causas de la vejez, Hayflick 
postuló que la cantidad de veces que las células humanas podían dividirse era 
limitada alrededor de 50 (Hayflick, L., 1965). 
El número de divisiones de las células normales antes de que envejezcan 
depende del tipo célular, especie, edad y el genotipo de los donantes. Este 
número puede ser grande, por ejemplo: 80 doblajes poblaciónales (DP)  para 
fibroblastos humanos neonatales  y disminuir con la edad de los donantes (Rubio 
Miguel A., et al 2002).   
Más tarde esta forma de detención o fenómeno, llegó a ser llamada senescencia 
replicativa y se encontró que era causada por la reducción progresiva de los 
telómeros en cada división célular; los telómeros son secuencias repetitivas  
altamente conservadas (TTAGGG)n ubicadas en los extremos de los 
cromosomas, adicionalmente existen proteínas asociadas a éstos (Tabla 1) que 
conforman una estructura especial en forma de bucle (Figura 3). Cumplen un rol 
esencial en la preservación de la integridad cromosómica, protegiendo al ADN 
codificante de la acción enzimática y la degradación, los telómeros también 
median importantes interacciones entre los cromosomas y la matriz nuclear, 
logrando  ejercer efectos sobre la transcripción de genes implicados en los 
mecanismos regulación del ciclo célular (Blackburn, Elizabeth H. 2001, May Shawi 
y Chantal Autexier, 2008).    
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Fugura 3 Estructura del bucle del telómero  (Tomada y modificada de Hodes 
Richard J, et al 2002)  
 
Tabla 1 –Proteínas relacionadas con el metabolisismo telómerico 
 
Proteína Características Funciones principales 
TERT Sub-unidad catalítica del 
ADN 
Elongación del telómero y 
cicatrización cromosómica 
TR Fragmento de ADN de 
secuencia completaría al 
telómero 
Templado interno para la 
síntesis de secuencias 
telómericas 
TPE-1 Proteína localizad en el 
extremo 3´ telómerico de 
la cadena simple 
Mantenimiento del complejo 
TERT/TR, inhibición de la la 
actividad telomerasa  
TRF1 Proteína localizad en la 
región telómerica de 
doble de ADN 
Regulador negativo del acceso 
a la telomerasa 
TRF2 Proteína localizad en el 
bucle telómerico  
Estabilización del bucle t, 
regulador negativo del acceso 
a la telomerasa 
TIN2 Proteína que interactúa 
directamente con TRF1  
Regulación de la longitud 
telómerica 
TANK Poli (AD-ribosa) Ribocilación de TRF1 : impide 
su fijación al telómero y facilita 
el acceso a la telomersa  
Pot-1 Protección del telómero Regulación de la longitud del 
telómero 
RAP-1 Proteína represora y 
activadora 
Dirige la unión del telómero al 
ADN 
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Ku Heterodimero 
Ku70/Ku80, colocaliza 
con TRF1  
NHEJ: unión a los extremos del 
ADN, mantenimiento de la 
estructura telómerica   
Disquería Proteína mutada en la 
disqueratosis congénita 
Modulación del acople del TR 
al complejo telómerico 
Stau Proteína de unión a TR Modulación del acople del TR 
al complejo TERT 
L22 Proteína de unión a TR Modulación del acople del TR 
al complejo telómerico 
RaD50/MRE11/NBS1 Complejo proteico que 
colocaliza con TERF2 
Recombinación no homologa y 
mantenimiento del bucle 
 
(Tomada y modificada de Perez M. Del R, et al 2002) 
Debido a los mecanismos de replicación célular los telómeros sufren un 
acortamiento entre 50 y 200 pares de bases en cada división. La ADN polimerasa 
requiere un cebador en el extremo 3´ de la cadena de ADN, que es posteriormente 
eliminado por una exonucleasa, lo que induce una reducción en la longitud del 
telómero, esta pérdida se ve atenuada por la existencia de una enzima llamada 
telomerasa, que es una ribonucleoproteína con actividad de transcriptasa reversa 
que sintetiza las secuencias repetitivas de ADN características de los telómeros, 
estabilizando la longitud y manteniendo su integridad (Blackburn Elizabeth H., 
2004). 
 En los humanos, la telomerasa está constituida por tres componentes básicos: 
una subunidad de ARN (hTR), la subunidad catalítica (hTER), y la proteína 
asociada a la telomerasa (TEP1). Se ha demostrado que el ARN y la subunidad 
catalítica de la telomerasa presentan una localización nuclear, a partir de lo cual 
se sugiere que parte del ensamblaje de la telomerasa se produce en el nucléo. La 
organización del núcleo es dependiente del estado fisiológico de la célula en 
general y en particular de la actividad proliferativa y de los períodos del ciclo 
célular. Los agentes moleculares de esta dependencia son proteínas nucleares 
fosforiladas que regulan la proliferación célular. En fibroblastos humanos, se ha 
demostrado que la nucleolina (proteína multifuncional, conservada 
filogenéticamente) se une al complejo telomerasa activo a través de interacciones 
proteína-proteína y proteína-ARN. Dos regiones diferentes de la molécula de 
nucleolina son las responsables de dicha interacción: la región central que 
contiene el dominio de unión al ARN (RBD1) y la región carboxilo terminal que 
comprende los dominios de unión al ARN (RBD4) y (TEP1).  Estas regiones 
interaccionan con la subunidad que presenta actividad de transcriptasa reversa de 
la telomerasa. La núcleolina es necesaria para la localización nuclear y la 
dinámica intracélular del complejo telomerasa, pero no modula la actividad 
enzimática de la telomerasa humana (Etheridge KT, et al, 2002).  
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Tomlinson RL, et al 2006 estudiaron el movimiento de los dos principales 
componentes del complejo telomerasa en células de carcinoma cervical Hela 
durante las diferentes fases del ciclo célular. En la fase G1, el ARN de la 
telomerasa (hTR), se localiza en los Cuerpos Cajal o CBs por sus (siglas en inglés 
Coiled Bodies), mientras que la subunidad catalítica (hTER), se localiza en el 
nucleoplasma (medio interno del núcleo célular, en el que se encuentran la 
cromatina) es decir, que los dos componentes se encuentran distribuídos en 
estructuras intranucleares separadas. En la fase S, los dos componentes se 
asocian, la subunidad catalítica (hTER) se une al ARN de la telomerasa (hTR), 
que se encuentra en la periferia o en los Cuerpos de Cajal. En la fase S, se 
observa la colocalización de las subunidades en el complejo telomerasa  en los 
telómeros. Por esto se sugiere que el ensamblaje de la telomerasa humana ocurre 
durante la fase S cuando se produce la síntesis de los telómeros; y se desarma o 
destruye después de cada ciclo célular, quizás durante la fase M que es cuando 
los dos componentes principales no se acumulan en estructuras subnucleares 
(Rosete María, et al 2007). 
Estos datos indicarían que existe una relación entre la biogénesis, actividad y 
tráfico intranuclear del complejo telomerasa y el nucléolo, donde ambos participan 
en la regulación de la proliferación célular y senescencia célular. 
La  telomerasa se encuentra activa en células germinales y embrionarias, pero es 
deficiente en células somáticas. Es por esto que en las células somáticas la 
longitud telómerica se pierde en cada ciclo célular; cuando el telómero llega a 
cierto nivel aparentemente dispara mecanismos genéticos que conducen a la 
senescencia o muerte célular. La longitud de los telómeros en células somáticas 
es de 4 a 6 Kpb y en células germinales el tamaño máximo es de 10-15 Kpb. No 
obstante, es muy probable que la célula responda no sólo al acortamiento si no a 
modificación de la estructura del telómero (Blackburn Elizabeth H., 2004).  
Cuando el telómero alcanza una longitud crítica, existe una respuesta a daños en 
el ADN, que conducen a una forma reversible de detención del ciclo célular, lo que 
permite la reparación de los daños. Si el daño del ADN es demasiado grave, las 
células pueden desencadenar una persistente detención del ciclo célular, que a 
menudo conduce a la apoptosis o a senescencia replicativa (Guang-Zhi Li, et al, 
2003,  Blackburn, Elizabeth H. 2001). 
Los daños del ADN son detectados por proteínas como MRE11/NBS1/Rad50, que 
desencadenan la activación de una transducción de señales por medio de las 
proteínas ATM,  Rad3, Checkpoint-1 (CHK1) y Punto-2 (CHK2). En última 
instancia, se integra p53, lo que contribuye a la apoptosis, senescencia célular o 
muerte célular, siendo un proceso activo genéticamente programado, que 
responde a una inducción dada por el acortamiento telomérico, o daño en el ADN 
(Woodring E Wright y Jerry W Shay, 2001). Las células senescentes entran en un 
estado irreversible, incapaz de proliferar, dado por la entrada  en fase G1 
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prolongada, debido a que la proteína p53 es activa y los niveles de expresión de 
p21 y p16 son elevados, lo que impide la replicación del ADN (Wolfram Klapper  et 
al 2001). Dos sistemas, p16 /pRB y p53/p21 son los encargados de bloquear el 
ciclo célular. La proteína p16,  detiene el ciclo célular inhibiendo la hiper-
fosforilación de pRB por las kinasas CDK4 y CDK6. Estos últimos, son miembros 
de la familia de las CDK (proteínas Kinasas dependientes de ciclinas), que 
controlan los puntos de transición que se encuentran entre cada una de las 
diferentes fases del ciclo célular. La proteína pRB  bloquea la transición de G1 a S 
cuando está hipo-fosforilada (Beauséjour Christian, et al 2003).  
El segundo sistema p53/p21 es independiente del primer sistema. Una vez 
activado el factor transcripcional p53 estimula la transcripción de numerosos 
genes, entre los cuales se encuentra el que codifica para la proteína p21. Esta 
última bloquea el ciclo célular a dos niveles: por una parte inhibe al antígeno 
PCNA (Antígeno nuclear de proliferación célular), un factor esencial en la 
replicación del ADN y por otra parte bloquea el conjunto de las CDK. La actividad 
de p53 es regulada por la proteína Mdm2, es por esto que en algunas ocasiones 
p53 puede inducir senescencia reversible, mientras que p16 puede inducir 
senescencia irreversible. Esto se debe a que p16 no esta modulada por otra 
proteína como p53, siendo un buen marcador de senescencia (Granger Meaghan, 
et al, 2002, Olovnikov Alexey, 1996).  
Uno de los marcadores importantes en la senescencia, como se mencionó 
anteriormente es p16 al igual que la actividad B-galactosidasa; esta enzima está 
presente en células senescentes debido a que estas células aumentan su tamaño 
y la concentración de lisosomas a pH: 6.0, lo que no sucede en células jóvenes a 
este mismo pH. El pH de la B-galactosidasa lisomal es de 4-4.5 (Dimri Goberdhan, 
et al 1995). 
2.3.1. Senecencia y envejecimiento 
Las células senescentes se acumulan con el aumento de la edad de los individuos 
y se cree que desempeñan un papel importante en el envejecimiento.  La 
senescencia célular ha sido implicada en el envejecimiento, ya que las células 
senescentes son incapaces de auto-renovarse. Se ha propuesto que estas células 
podrían contribuir a fenotipos de envejecimiento como el fallo inmunológico, pobre 
cicatrización, atrofia de la piel, disminución de la función gastrointestinal, etc. Se 
presume que estos fenotipos aparecen por pérdida de la capacidad proliferativa de 
la célula y por lo tanto, de la capacidad regenerativa del tejido. A causa de la 
senescencia, algunos tipos célulares resisten ciertas señales apoptóticas, esto 
puede explicar por qué las células senescentes se acumulan en los tejidos con la 
edad. Además las células senescentes tienden a sobreexpresar moléculas de 
secreción, las cuales pueden actuar en sitios distantes de su lugar de producción 
dentro del tejido y afectar el microentorno local. Como ejemplos de estas 
moléculas se encuentran varias metaloproteinasas de matriz y otras enzimas 
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degradativas, citocinas inflamatorias y ciertos factores de crecimiento. Las células 
senescentes se acumulan in vivo y sus secreciones pueden provocar afecciones 
en el entorno tisular local, esto explicaría la pérdida de la integridad tisular y 
funcionalidad durante el envejecimiento; además, podría iniciar o promover ciertas 
enfermedades asociadas a la vejez. Así por ejemplo, se ha propuesto que la 
arterioesclerosis puede ser iniciada por las secreciones producidas por células 
endoteliales senescentes. Por otra parte, se ha propuesto que las células 
senescentes pueden estimular la progresión del cáncer, lo cual requiere tanto de 
mutaciones oncogénicas, como de un microentorno tisular afectado o dañado, en 
el cual las células mutadas puedan expresar su fenotipo neoplásico (Pardo Andreu 
Gilberto y Delgado Hernández René 2003).  
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3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 Se estudiaron fibroblastos de piel de una paciente de 13 años diagnosticada con 
SWR, y una paciente   HGPS mujer de 14 años, obtenidos del NIA Aging Cell 
Culture Repository, Coriell Cell Repositories, Camden, NJ. AG01972. Así mismo 
se usaron los siguientes controles: fibroblastos de una mujer de 25 años, un  
hombre de 21 años, y una línea célular HT1080 Fibrosarcoma,  Telomerasa (+). A 
los cultivos primarios de fibroblastos mencionados se les realizaron los siguientes 
análisis: capacidad replicativa por medio de doblajes poblacionales; marcadores 
de senescencia célular: expresión de la proteína p16, actividad B-galactosidasa y 
longitud telomérica. Se comparararón posteriormente cada uno de los parámetros 
descritos entre los diferentes cultivos de fibroblastos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fibroblastos primarios de piel pacientes  WRS, 
HGPS, Controles sanos, HT1080 telomersa (+) 
Determinación capacidad 
Replicativa 
Determinación de 
marcadores senescencia 
B-galactosidasa Longitud Telomérica 
T/S 
Expresión P16 por 
Western Blot 
Análisis Estadísticos y  
Resultados 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  
4.1. Material Biológico. 
 Con previo consentimiento informado (Anexo 4) se tomaron biopsias de piel de la 
parte interna del brazo a una paciente con SWR estudiada en el Instituto de 
Genética por el Grupo de Neurociencias: mujer de 13 años; y dos  controles 
sanos: mujer de 25 años y un hombre de 21 años. Además se obtuvieron  
fibroblastos de piel a un paciente de HGPS, mujer de 14 años adquiridos de (NIA 
Aging Cell Culture Repository, Coriell Cell Repositories, Camden, NJ). AG01972.  
Tambien fueron usadas las siguientes líneas célulares: HT1080 (Fibrosarcoma,  
Telomerasa (+) ATCC número: CCL-121), utilizada como control de la capacidad 
replicativa, longitud telómerica y p16 (-); SH-SY5Y (Neuroblastoma Telomerasa (+) 
ATCC número: CRL-2266) como control de longitud telómerica; y la línea célular 
Hela (carcinoma de cervix ATCC CCL-2) usada como control de p16 (+).  
4.2. Cultivos y determinación de la capacidad replicativa  
Los fibroblastos de HGPS mujer de 14 años,  AG01972 fueron adquiridos en el 
doblaje poblacional acumulado (DPA) 22. Se estimaron los doblajes poblacionales 
acumulados para el pasaje 11, suponiendo 2 DP por pasaje, corroborando este 
dato con una publicación en donde se usó el mismo tipo célular  (Verstraeten 
Valerie L.R.M. et al, 2008). 
Los fibroblastos de piel obtenidos del paciente SWR, controles sanos, HGPS 
AG01972 y la línea célular HT1080  fueron mantenidos en  MEM (por sus siglas en 
inglés Minimum Essential Médium), (Gibco), suplementado con  L-glutamina 2mM 
(Gibco),  10% de SFB (Suero Fetal Bovino), (Gibco),  y 1% de estreptomicina y 
penicilina (Gibco),  a 37 °C y 5% de CO2. Cada tercer día se realizó cambio de 
medio. 
 Se realizaron experimentos independientes por duplicado. Se inicio con una 
densidad constante de células, 7000 células/ml, en placas para cultivo de 12 
pozos (2,5 cm), con 1 ml de medio de cultivo MEM. Cuando las células alcanzaron 
una confluencia de 70-80%, a los 5 días, (periodo de tiempo determinado por 
curvas de crecimiento célular, realizadas en el trabajo de tesis de Ramírez Nelson, 
2010 fueron tripsinizadas con Tripsina-EDTA (ácido etileno diamino tetracético) 
(Gibco), durante 10 minutos y posteriormente  contadas en cámara de Neubauer 
con azul de  tripan (Sigma-Aldrich).  Este colorante permite distinguir las células 
viables de las que no lo son, ya que estas últimas han perdido su permeabilidad 
selectiva y se tiñen de azul, mientras que las células viables permanecen 
incoloras. 
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 Como la dinámica de crecimiento es exponencial, se utiliza la siguiente ecuación 
para calcular los doblajes poblacionales (DP): número de divisiones célulares 
realizadas durante 5 días.  
Ecuación 1   
X (PD) = log2 [NF - NI]  
NF: Número de células contadas 
NI : Número de células sembradas (Benyumovich M. S. ,1965). 
Para disminuir el error experimental en el conteo en la cámara de Neubauer se 
aumento el número de repeticiones de cámaras y pipetas, 2 respectivamente 
(Berkson Joseph, et al, 1939)  
También se determinaron doblajes poblacionales acumulados (DPA): número de 
doblajes poblacionales  acumulados  realizados durante un tiempo superior a 5 
días; y doblajes poblacionales acumulados máximos (DPAm): número de doblajes  
poblacionales  acumulados  realizados durante un período de tiempo extensivo,  
en donde la  mayoría de cultivos célulares llegan a un estado de senescencia  
replicativa, en el que no se observa división  célular. 
4.3. Ensayo B-galactosidasa  
B-galactosidasa es una hidrolasa (EC 3.2.1.23) que se encuentra localizada en los 
lisosomas de las células eucariotas.  Esta enzima cataliza la hidrólisis de los 
enlaces β-galactósidos de la lactosa en monosacáridos galactosa y glucosa, tiene 
sustratos de origen natural tales como: gangliósidos, glicosaminoglicanos y 
glicoproteínas. Su pH óptimo es de 4,0-4,5, próximo al medio natural de los 
lisosomas. La actividad B-galactosidasa lisosomal puede ser detectada in situ en  
la mayoría de células de mamífero por medio de ensayos citoquímicos, utilizando 
el sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolyl galactopyranosido (X-Gal). (Kuo 
Chao-Hen y Wells William, 1978) 
Dimri et al., 1995 describieron que a pH 6 la actividad b-galactosidasa  ocurre 
específicamente en cultivos  senescentes de fibroblastos humanos, pero no en 
cultivos quisenecentes.  A pesar de su usó generalizado la naturaleza de la SA-b-
galactosidasa  no es clara hasta el momento, su origen y función en la 
senescencia siguen siendo desconocidos. En particular, no se ha determinado si 
la enzima es activa a pH 6 en células senescentes, o si B-galactosidasa es una 
manifestación de un aumento de expresión o actividad de la enzima lisosómica b-
galactosidasa clásica, que en estas condiciones es detectable a pH 6, a pesar de 
que su nivel óptimo de pH es 4 (Kurz David J, et al, 2000, Lee Bo Yun, et al, 2006, 
Cotter MA, 2007)  
Se  realizaron experimentos independientes por duplicado, en placas para cultivo 
de 12 pozos en cada pozo (2,5 cm) se sembraron 5000 células/ml durante 24 
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horas hasta llegar a una confluencia de 50%, mayor confluencia podría dar 
inespecificidades en la tinción. Posteriormente se lavaron 3 veces con DPBS 1X    
(por las siglas en inglés Dulbeccos Phosphate Buffered Saline) (Cellgro), cada 
2min a temperatura ambiente, con agitación suave en agitador (Lab-Line).  
Posteriormente se fijaron con formaldehído al 2% (v/v) (Sigma), se incubaron a 
temperatura ambiente, durante 5min, con agitación suave en shaker (Lab-Line).   
Se lavaron con DPBS 1X, (Cellgro) y se adicionó la solución de teñido: 1 ml de 
1mg/ml de Xgal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-galactopyranoside) (Promega) en 
DMF (Dimetil formamida), (Mallinckrod), más 4 ml de ácido cítrico 0,1M  y fosfato 
de sodio 0,2M (J.T Beaker), los cuales se usan para mantener una solución buffer 
a pH estable de 6,0. También se usó  1 ml  de 100mM Ferrocianida de potasio, 
(J.T Beaker) y 1ml de 100mM ferricianida de potasio (J.T Beaker). La dimerización 
y reacciones de oxidación de la enzima B-galactosidasa, requieren de 
transferencia de electrones, facilitadas por los iones de hierro. Además se 
utilizaron dos cofactores enzimáticos en la reacción: 5M NaCl 0,6 ml y 1M MgCl2, 
40 μl (J.T Beaker).  
Se usaron dos controles del método para reducir variaciones en la técnica: pH 7,4 
(negativo para B-gal) y control B-gal (+) pH4.  Bajo las condiciones descritas 
anteriormente las células fueron incubadas  a 37°C  sin CO2 durante 24 horas; 
posteriormente se visualizaron 5 campos y se determinaron el número de  células 
azules en  microscopio de luz invertido, NIKON TE600 (Dimri Goberdhan, et al 
1995). 
4.4. Determinación de la longitud telomérica.  
Debido a la limitación en el número de células obtenidas en los cultivos célulares 
con síndrome progeroides se seleccionó  el método de PCR en tiempo real 
(Cawthon, Richard M. 2002). Tradicionalmente la longitud de los telómeros en 
muestras de ADN genómico total de humanos, se determina por Southern Blot; sin 
embargo este método requiere grandes cantidades de ADN (0.5-5ug) y el tiempo 
es de 3-5 días. Además la longitud de los telómeros en los individuos puede variar 
en un 5% en función de las enzimas de restricción utilizadas, lo que sugiere la 
existencia de polimorfismos subteloméricos que pueden dar factores de variación 
en la media de la longitud real telomérica. (Cawthon, R 2002,2008). Muchos 
laboratorios están ahora utilizando el primer método; sin embargo hay 
investigadores que debaten la técnica, por no ser  reproducible. Esto puede ocurrir 
en parte a que la técnica en cuestión debe realizarse de forma estricta y detallada 
de acuerdo a la metología descrita por Cawthon, siendo un método apropiado para 
el estudio de la estabilidad y tasa de erosión de los telómeros, permitiendo mayor 
rendimiento y reducción de  costos, además  se ha podido correlacionar con 
Southern blot (Grabowski P, 2005; Gil y Coetzer, 2004; Cawthon et al. 2003; 
Hewakapuge Sudinna, 2008; Epel E et al. 2004; Kotrschal et al. 2007; Ulrika 
Svenson y Göran Roos, 2008; Pierre Bize et al, 2009).  
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El ADN referencia usado en este estudio fue de la línea célular SH-SY5Y 
(neuroblastoma) caracterizada por tener alta actividad telomerasa, con un tamaño 
promedio de telómero de 4-5 kpb, determinado por southern blot (Villa Ana, et al 
2004; Binz N., et al 2005).  
También se usaron  muestras de ADN referencia de una línea célular de 
fibrosarcoma telomerasa (+) HT1080 que posee un tamaño promedio de telómero 
de 9-10 kpb determinada por southern blot (Steensel Bas van,  y De Lange Titia, 
1997, Savre Train Isabelle, et al 2000; Xu Lifeng y Blackburn Elizabeth, 2007). 
Estas líneas célulares se utilizaron como equivalente del número de ciclos de PCR 
necesarios para generar una determinada cantidad de secuencias repetitivas del 
telómero durante la fase exponencial de amplificación por PCR.  
Además la longitud relativa de los telómeros  se comparó con la amplificación de 
un gen de copia única 36B4, que codifica para la fosfoproteína ribosomal PO 
situado en el cromosoma 12. De este modo, en cada experimento la medición de 
los telómeros  se dividirá por la expresión del gen normalizador 36B4. (T/S) 
Se extrajó ADN de cultivos primarios de fibroblastos de piel de  pacientes con 
síndrome SWR, HGPS, controles sanos, y las líneas célulares SH-SY5Y, HT1080, 
telomerasa (+) con el Kit de purificación de ADN genóomico (Promega). Una vez 
extraido fue almacenado en TE  (10 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA) (Promega) a 
4°C  hasta su uso.  
Las concentraciónes de las secuencias repetitivas del telómero y del gen 36B4 se 
calcularon en la misma muestra. El método empleado fue el descrito por Gil y 
Coetzer, 2004 utilizando los iniciadores diseñados por Cawthon, 2002 (Figura 4) 
usando el equipo LightCycler 2,0 (Roche Diagnóstico).  
2ul del ADN que contenía aproximadamente 20ng de ADN de las muestras de los 
pacientes de SWR, HGPS, controles, HT1080 y SH-SY5Y fueron cuantificados 
usando Thermo Scientific NanoDrop 1000, relación 260/280: 1.8,  el cual fue 
adicionado a 10ul de la mezcla de reacción (Light Cycler Fast Start ADN Master 
SYBR Green  Kit Roche), más  1% de SDS para un volumen final de 12ul por 
reacción. Se usaron   los siguientes iniciadores para la  PCR  (Figura 4)  (Cawthon 
Richard M.,  2002) 
Telómeros: 
5’CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGG TTTGGGTTTGGGTT-3′   
5’GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3′  
 
Gen de única copia (36B4) :  
36B4u, CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 
36B4d, CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA.   
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Figura 4   Diseño de los iniciadores para los telómeros (Tomada de Cawthon,  
Richard M. 2002)   
 
El  par de oligonucleótidos diseñados para la amplificación de las secuencias 
repetitivas del telómero (TTGGGG) no debe  generar productos derivados. Para tal 
fin cada primer está diseñado para permitir que la ADN polimerasa se extienda 
desde el extremo 3' cuando se une a las secuencias repetitivas del telómero, 
mientras que las últimas seis bases en el extremo 5' no pueden hibridar con las 
secuencias del telómero. El primer tel 1  hibridaza con cualquier parte 
complementaria de 31 pb que se extienden a lo largo de la línea orientada de los 
telómeros  en dirección  5 '→ 3' hacia el Centrómero. El primer tel 2 puede hibridar 
con cualquier parte complementaria de 33 pb a lo largo de la línea orientada en 
dirección 5 '→ 3' hacia el final del cromosoma. En los dos iniciadores la plantilla de 
hibridación, no coincide uno de cada seis bases, los cuales dan especificidad a las 
de las secuencias repetitivas del telómero. Las secuencias 5' bloquean la síntesis 
de ADN genómico recocidos por los iniciadores tel 1 y tel 2 de los productos de 
amplificación de los telómeros en los ciclos posteriores. (Cawthon,  Richard M. 
2002)   
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La PCR en tiempo real se llevó a cabo con el siguiente programa: denaturación 
inicial  95°C  usando los iniciadores para telómeros y el gen de copia única 36B4 
durante 10 minutos. Para los telómeros: 30 ciclos a 95°C por 5 segundos de 
denaturación, 10 segundos de anillaje a 56°  C y 60 segundos de extensión a 72°C   
y para gen de copia única: 40 ciclos a 95°C por 5 segundos, 10 segundos de 
anillaje a 58°C y  40 segundos de extensión a 72°C (Gil y Coetzer, 2004 ).   
Para determinar la concentración de las secuencias repetitivas del telómero y gen 
36B4 se realizó una curva estándar externa usando ADN de referencia de una 
línea célular (Grabowski Pawel, et al, 2005, Svenson Ulrika, et al, 2005, Gardner 
Jeffrey, 2007) Neuroblastoma SH-SY5Y caracterizada por tener alta actividad 
telomerasa la cual posee una tamaño promedio de telómero  de (4,4- 5 kb) usando 
las siguientes concentraciones (100, 50, 25, 12,5, 6,25 ng/ul  de ADN) por 
duplicado (anexo1). El ADN  de referencia empleando de la curva estándar;  se  
relacionó con el CT  que es el número de ciclos de PCR necesarios para que una 
muestra de ADN acumule suficiente producto para cruzar el umbral de magnitud 
de la señal fluorescente. La PCR de la muestra y de los elementos de la curva de 
calibración tuvieron la misma eficiencia de amplificación; los diferentes ciclos 
fueron  analizados mediante software   LightCycler 2,0 (Roche Diagnóstico). 
Generando dos curvas, una para el telómero y otra para el gen de copia única 
(anexo1). Para relacionar (T/S) se tuvieron en cuenta el ADN de la muestra 
experimental  T (número de copias de los telómeros en nanogramos) dividida por 
S (número de copias de gen de copia única, en nanogramos) determinados con 
respecto a la curva de calibración, el producto de esta relación fue dividido por la 
relación de T/S del ADN de referencia (línea célular  HT1080 y SH-SY5Y).   Como 
cada muestra experimental fue realizada por duplicado, y se determinó el 
promedio de los dos valores T/S. Este Promedio T/S fue proporcional a la mediada 
de la longitud de los telómeros en cada muestra. Muestras con una T/S >1,0 
tendrán una longitud promedio mayor que muestras con un T/S <1,0 teniendo un 
promedio de longitud del telómero menor que la longitud del patrón estándar 
HT1080, ó SH-SY5Y (Richard M. Cawthon,  2002, 2008, Fehrer Christine et al 
2006). 
Telómero/gen de copia única 36B4 (T/S) fue calculado con la siguiente ecuación: 
Ecuación 2 
 
ADN del telómero: 2 CT (telomero),   ADN de 36B4  2 CT (36b4)    
T/S de muestra de ADN: 2( CT (telomero)  / 2 CT (36b4) )-1: 2ΔCT   
T/S de la muestra y del ADN de referencia 
T/S: (2 ΔCT  (telomero)  / 2 ΔCT (gen de referencia) )-1: 2ΔΔCT   
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T/S de las muestras HGPS, SWR y controles fueron divididos por el ADN de 
referencia (línea célular HT1080, y SH-SY5Y telomerasa (+)).  
Para obtener el promedio de la longitud del telómero en pares de bases (pb) se 
usó la longitud promedio del ADN de referencia (HT1080). Debido a que el ADN 
de referencia tiene un T/S=1,0 por definición, esta proporción tendrá un promedio 
de la longitud del telómero de 9000 pares de bases. El T/S de las muestras se 
multiplicó por 9000pb. Como control del tamaño del telómero en pb se usó la línea 
célular SH-SY5Y cuyo tamaño telomérico corresponde a 4000-5000 pb, estas 
líneas célulares  nos darían el tamaño relativo en pares de bases de la longitud de 
los telómeros de cultivos primarios de síndromes progeroides. (Terry Dellara F, et 
al, 2008). Hay que aclarar que la longitud relativa de los telómeros en pb no fue 
determinada, realizando  Southern -Blot de las líneas célulares HT1080, SH-SY5Y 
que nos permitiera corroborar este dato; sin embargo, esta longitud fue tomada 
como referencia ya que otros autores ya la han determinado, (Villa Ana, et al 2004, 
Binz N., et al 2005, Steensel Bas van y De Lange Titia, 1997, Savre Train Isabelle, 
et al 2000 Xu Lifeng and Blacbort 2007).  
Se evaluó el coeficiente de variación de la Q-PCR  usando una muestra de ADN 
100ng de línea célular, SH-SY5Y (neuroblastoma), la cual fue evaluada 5 veces en 
diferentes días por duplicado por el mismo experimentador: 1,53±0,25% para 
telómeros y 1,07±0,26%  para 36B4. 
4.5. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR los telómeros 
Ocho microlitros que contenían 20ng de ADN, producto de la Q-PCR de los 
telómeros y el gen de copia única 36B4,  fueron visualizados por electroforesis en 
gel de agarosa al 4% (Sakem), corrido a 50V Power Pac 3000 (Bio Rad), durante 
1 hora, en 45 mM Tris-borato (Promega), 1 mM EDTA (Sigma)  con 10mg/ml de 
Bromuro de etidio (Sigma). Posteriormente el gel fue llevado a un trans-iluminador 
con luz ultravioleta y fotografiado (SinGene- transiluminación UV, modelo SH-
LIVSQ). 
4.6. Determinación de p16 por western blot. 
Se determinó la expresión de p16 en  los fibroblastos primarios de los pacientes  
HGPS, SWR, y controles sanos en DPA tempranos y tardíos, también se usaron 
dos controles una línea célular de carcinoma de cervix (Hela) p16(+), y HT1080 
(fribrosarcoma telomerasa (+) p16(-). 
4.6.1. Extracción y lisis célular. 
Los fibroblastos anteriormente descritos fueron lavados con DPBS 1X, (Cellgro) 
posteriormente fueron cubiertas con 800ul Buffer de lisis y extracción RIPA 1X (por 
sus siglas en inglés Radio Immuno Precipitation Assay buffer) (Thermo Scientific) 
(25 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% Deoxicolato de sodio y 0,1 
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% SDS) e inhibidores de proteasas: Aprotinina 2 μg/ml, Leupeptina 5 μg/ml,  
PMSF 1 mM, Na Fluoride, 10 mM, 1 mM Ortovanato de sodio, (Thermo Scientific 
Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktails). Con ayuda de un scraper se 
desprendieron las células  fuera de las placas y se pusieron en tubos eppendorf de 
un 1ml; posteriormente fueron sonicadas por 2 min (Baño de ultrasonidos Cole-
Parmer 8890E-MT). A continuación  las células fueron centrifugadas  a  13000 rpm 
por 30 minutos a 4°C, (Termo Electro, Legenol micro 17R), el sobrenadante  fue 
pasado  a un nuevo tubo en hielo, y se mantuvo a -86oC (Revco) para su posterior 
cuantifcación. (Schopfer VC Gray, et al 2006) 
4.6.2. Cuantificación de proteína  
 La concentración de Proteína se calculó utilizando ácido bicinconínico (BCA) (Kit 
BCA Protein Assay). El análisis de BCA combina la reducción del Cu2+ a Cu1+ por 
la proteína, en un medio alcalino que contienen tartrato de sodio y potasio. La 
quelación de cobre con la proteína en un medio alcalino forma el complejo 
Cobre/BCA soluble en agua,  color purpura que exhibe una absorbancia  a 562 
nm. Esta reacción es conocida como la reacción de Biuret.  Péptidos que 
contengan tres o más aminoácidos forman un complejo quelado con los iones de 
cobre en un medio alcalino (BCA Protein Assay Kit de Thermo Scientific Pierce 
Protein). 
Para determinar la concentración de proteínas se usó Albúmina sérica bovina 
(BSA) como proteína estándar (Sigma). Se mezclaron la soluciónes A y B de 
acuerdo a indicaciones del fabricante, posteriormente se adicionaron 95ul de la 
mezcla en cajas de 96 pozos y 5ul de BSA usando diluciones seriadas (25 a 200  
ug/ml) por triplicado. (anexo 3). En la misma caja se pusieron 5ul  de las muestras 
a cuantificar por duplicado y 95ul de la mezcla A y B; se incubaron a temperatura 
ambiente por 30 minutos y posteriormente se leyeron a 562nm en lector de 
microplatos, (Ultramark, Image Sistem). Una vez determinada la concentración de 
cada muestra, las proteínas fueron almacenadas a -70ºC (Revco)  para su 
posterior uso.  
4.6.3. Electroforesis en gel de poliacrilamia  y transferencia de las proteínas 
a membrana de nitrocelulosa.   
10ug de proteína cuantificada de los fibroblastos anteriormente descritos y el 
marcador de peso molecular de proteínas (Dual color Biorad) fueron de-naturados 
a 95 °C por 5min; posteriormente las proteínas fueron  sometidas a  electroforesis 
en un gel de poliacrilamida,  al 12% (anexo 3), durante 4 horas a  50 voltios Power 
Pac 3000 (Bio Rad), usando el equipo (Bio-Rad Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis 
Cell). Posteriormente gel de poliacrilamida  se transfirió a una membrana de 
nitrocelulosa (Arsham Bioscience) por 2 horas, (Buffer de transferencia 1X) (anexo 
3) en el equipo Mini Trans-Blot, Electrophoretic, Transfer Cell (Biorad). 
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A continuación la membrana de nitrocelulosa fue bloqueada en buffer de 
bloqueado con leche descremada al 10% (Anexo3), por una hora y posteriormente 
se adicionó el anticuerpo primario MsXp16 Mouse Monoclonal IgG 1/200 (Millipore 
Temecula California) a 5ml de  Buffer de bloqueo en un tubo falcon de 50ml, 
durante 12h a 4 ºC , en agitación constante (Nationalabnet). Posteriormente la 
membrana fue lavada 3 veces en Buffer Salino 10X (anexo3), durante 10 minutos 
por lavado. Posteriormente se adicionó el anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG, 
(Cell Signaling Technology, 1/1000) en solución de bloqueo de leche descremada 
10% (anexo 3), durante una hora a temperatura ambiente en agitación constante 
(Nationalabnet). Nuevamente la membrana fue lavada 3 veces en Buffer Salino 
10X, durante 10 minutos por lavado, de la misma forma que se realizó con el 
anticuerpo primario. 
4.6.4. Inmunodeteción 
 La Inmunodeteción  fue determinada por quimiluminiscencia, usando ECL, (por 
sus siglas en inglés enzymatic chemiluminiscence) (ECL 750I - Amerchan-
Bioscience); una molécula de la enzima peroxidasa se unen al  anticuerpo 
secundario. Esta enzima cataliza la oxidación de luminol a 3-aminofosfato.  La 
reacción se acompaña de la emisión de luz, la cual es detectada por la película 
fotográfica. 
La membrana de nitrocelulosa se lavó con 1ml de ECL por 1min, posteriormente 
se secó el exceso de ECL de la membrana de nitrocelulosa y se ubicó entre dos 
hojas de acetato, sobre ella se colocó la película radiográfica (Arsham Bioscience) 
en el cassette de revelado. Después de 8 minutos, las películas fueron reveladas y 
fijadas manualmente con reactivos de fotografía Kodak. 
La imagen fue analizada por densitometría, para  evaluar la cantidad relativa de de 
la proteínas  cuantificando los resultados en términos de densidad óptica. (SinGne, 
modelo RE 05-C94/02, usando el programa Genetolsmatch). Se utilizo B- actina 
(Actin mAB Mouse IgG) como control de carga (Schopfer VC Gray, et al 2006). 
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5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Se evaluó la normalidad de los datos usando la  prueba de Kolmogorov- Smirnov, 
P  0.05, la cual permite comprobar si la distribución empírica, se ajusta a una 
distribución normal; los datos que no presentaron una distribución normal fueron 
normalizados con logaritmo base 10.  
Si el nivel de significancia era mayor a p: 0,05 no se  rechazó la hipótesis nula lo 
que indicaría que los datos tenian una distribución normal. 
H0 La variable se distribuye normalmente. 
H1 La variable no se distribuye normalmente. 
Los datos obtenidos,  en capacidad replicativa,  actividad B-galactosidasa, y 
expresión de p16 de los fibroblastos de piel de pacientes con síndrome 
progeroides,  SWR, HGPS y los controles sanos se contrastaron entre sí con un 
análisis de varianza ANDEVA para comparar las medias para cada una de las 
variables analizadas e identificar diferencias significativas entre los síndromes 
progeroides y los controles evaluados.  Se realizaron pruebas de Tukey para 
comparaciones múltiples entre las variables, determinando cuál población fue 
estadísticamente significativa P  0,05 
Las diferencias entre las pendientes  de las regresiones líneales usadas para 
determinar el  acortamiento de telómeros de cada tipo célular (fibroblastos 
primarios de pacientes con síndromes progeroides HGPS, SWR y controles 
sanos) fueron normalizadas (Logaritmo natural), posteriormente fueron 
comparados  mediante ANDEVA  y una prueba de múltiples comparaciones 
Tukey.  
También se realizó una prueba T pareada, para determinar diferencias en la 
longitud telómerica de los DPA máximos de los cultivos primarios estudiados P  
0.05. El  paquete estadístico usado fue SPSS versión 17.  
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 6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
La selección de los individuos control, mujer de 25 años y hombre de 20 años fue 
determinada debido a que estos se encuentran en el rango de personas adultas 
jóvenes (20-36 años); edades en las cuales se ha podido establecer que el 
acortamiento de los telómeros parece ser mínimo 10-9 Kpb, al igual que la 
capacidad replicativa (Cawthon Richard et al, 2003, Terry Dellara et al, 2003, Yi 
Ning et al, 2003, Lianqing Yang et al, 2000), siendo similar a la de individuos 
jóvenes sanos (9-19 años) los cuales poseen un tamaño promedio 10Kpb, y la 
capacidad replicativa 45-60 DPA (Schneider Edward y Mitsui Youji, 1976, Allsopp 
Richard C et al, 1992), edades en las cuales se encontraban los pacientes con 
síndromes progeroides: SWR 13 años y HGPS 14 años. 
El tamaño de la muestra, un paciente por cada síndrome de envejeciendo fue  
debido a que estos síndromes y en especial  Wiedemann-Rautenstrauch (SWR)  
poseen poca ocurrencia a nivel mundial, y el promedio de vida de los pacientes 
que la padecen es muy baja. 
In vitro se han identificado diferentes marcadores de senescencia, en este estudio 
se tuvieron en cuenta los siguientes: disminución en la capacidad replicativa: 
declinación de la proliferación célular; características morfológicas senescentes: 
células aplanadas, alargadas, incremento en el tamaño del núcleo y menor 
densidad célular; reducción progresiva de los telómeros en cada división célular; 
expresión de p16 proteína reguladora del ciclo célular y actividad B-galactosidasa 
asociada a senescencia.  
6.1. Determinación de la capacidad replicativa. 
La capacidad replicativa de fibroblastos primarios derivados de piel de pacientes 
con dos síndromes progeroides SWR y HGPS, fibroblastos de individuos sanos y 
la línea célular HT1080 fibrosarcoma humano telomerasa (+), fue determinada 
mediante doblajes poblacionales acumulados (DPA). 
Los resultados obtenidos de la capacidad replicativa de los diferentes cultivos 
célulares mencionados anteriormente se muestran en la figura 5, donde se 
observa que esta fue similar en los primeros DPA, en los cuales no se identificaron 
diferencias significativas. Posteriormente se observó declinación de la proliferación 
célular determinada por una pequeña meseta en la cima de la curva de 
proliferación, diferente para cada cultivo primario estudiado. Observándose 
diferencias significativas en los DPAm (anexo 2).  
A los 130 días, se determinó que la  mayoría de cultivos célulares llegaron a un 
estado de senescencia  replicativa en el cual no se observó división célular. La 
línea célular HT1080 que llegó al DPAm60, no presentó meseta en la cima de la 
curva de proliferación; el control 1 (fibroblastos de piel mujer sana de 25 años) en 
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este mismo tiempo alcanzó DPAm40; y el control 2  (hombre sano de 21 años) 
llegó DPAm45. Los fibroblastos del paciente HGPS llegaron al DPAm27 y SWR al 
DPAm36.  
Estos hallazgos experimentales permiten concluir que los fibroblasos de los dos 
síndromes progeroides, SWR y HGPS, presentan una menor capacidad replicativa 
con respecto a los controles.  
Los resultados de la capacidad replicativa de los fibroblasos de HGPS DPAm27, 
obtenidos del Coriell Cell Repositories, AG01972, usados en este estudio, se 
correlacionan con las observaciones reportadas por Misteli Tom y Scaffidi Paola, 
2005, Verstraeten Valerie L.R.M. et al, 2008, en las cuales usan el mismo tipo de 
fibroblastos de HGPS, determinando que la  capacidad replicativa máxima de 
estos cultivos es de 25-30 DPAm. Otros autores han mostrado que fibroblastos de 
pacientes de HGPS poseen una menor capacidad replicativa, entre 20-30DPAm, 
con respecto a controles sanos de la misma edad, con 50-60DPAm (Allsopp, 
Richard  et al 1992, Bridger Joanna M y Kill Ian R., 2004).  
Este estudio muestra que fibroblastos de piel de un paciente de 14 años SWR 
posee 36 DPAm, menores que los cultivos célulares de un hombre sano de 21 
años, el cual llegó DPAm45, mostrando características senescentes (Figura 6) 
durante 130 días de seguimiento. Sólo existe una investigación donde estudian 
este mismo parámetro en SWR (Raidosawa Nowak, et al, 2006), la cual postula 
que éstos poseen 59DPAm y no presentan diferencias con respecto a controles 
sanos; sin embargo, las características fenotípicas del caso estudiado no son 
informadas, y teniendo en cuenta la confusión clínica que existe alrededor de este 
síndrome la confiabilidad de dicho resultado  como característica del SWR puede 
ser cuestionado. 
En la Figura 6 se muestran microfotografías de DPA tempranos y tardíos en donde 
se puede observar que la mayoría de los cultivos célulares en DPA tempranos se 
encuentran en división,  excepto HGPS con el DPA25, el cual muestra un menor 
número de células por disminución de su capacidad proliferativa,  algunas células 
muestran  características senescentes.  
En DPAm determinados durante 130 días, se observa que el control 1 en el 
DPAm40 y la línea célular telomerasa (+) HT1080 DPAm60, no presentaron 
características senescentes. Los demás cultivos de fibroblastos primarios de 
SWR, HGPS y control 2 presentan características senescentes: células aplanadas 
y alargadas con incremento del tamaño del núcleo y menor densidad célular.  
Estos resultados se correlacionan con las observaciones reportadas por otros 
autores que han establecido que la capacidad replicativa de fibroblastos humanos 
in vitro de pacientes con diferentes síndromes de envejecimiento prematuro 
(HGPS, Werner, Cockayne, Xeroderma pigmentoso, Ataxia,) es menor que la de 
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individuos sanos (Maier Andrea B. y Rudi G.J. Westendorp, 2009). En este estudio 
se confirma que los fibroblastos de un paciente de SWR, poseen una tendencia 
similar a la estudiada en otros  síndromes de envejecimiento prematuro.   
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Figura 5 Capacidad replicativa de fibroblastos primarios de piel de pacientes con 
síndromes progeroides SWR, HGPS, controles individuos sanos, y  HT1080 
telomerasa(+). 
 
Los resultados son medias de dos experimentos independientes, los ensayos se 
iniciaron con una densidad constante de células (7000 células/ml), las células se 
cultivaron durante 5 días hasta alcanzar una confluencia de 70-80%, en este 
término se realizaron conteos célulares en cámara de Neubauer y posteriormente 
se determinaron los DPA como se describe en materiales y métodos, apartado 
4.2.    
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C1DPA13                                             C1 DPAm40                                                     C2 DPA23                                             C2 DPAm45                     
                                 
HGPS DPA25                                           HGPS DPAm27                              SWR DPA21                                          SWR DPAm36  
    
HT1080 DPA6                 HT1080 DPAm60  
 Figura 6 Microfotografía  de los cultivos primarios de fibroblastos de piel de pacientes con síndromes progeroides SWR, HGPS, controles individuos 
sanos  y HT1080 telomerasa(+) En DPA tempranos y tardíos, con aumento de 10-40x (100-50 micras).
10x         40x               40x          10x 
        10x        10x 
       10x           10x 
          40x                    40x 
10x          10x 
       10x        10x 
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6.2 Actividad cualitativa  B-galactosidasa asociada a senescencia. 
La actividad de la enzima b-galactosidasa humana tiene un pH óptimo de 4, sin 
embargo, la actividad enzimática en diferentes tipos de células que senescen 
se da a pH6. Se ha demostrado que la expresión de b-galactosidasa asociada 
a la senescencia (SA-b-gal) está ligada a la senescencia y no a la quiescencia, 
sin embargo su origen y su función se desconoce (Dimri Goberdhan, et al 
1995) 
Por medio de la actividad B-galactosidasa a pH6 se confirma que las células 
entraron en senescencia en los DPAm, descritos en la Figura 6. Cada cultivo 
primario de piel, dependiendo de su origen y DPAm, expresó diferentes 
porcentajes de actividad cualitativa de la enzima SA-b-gal, en donde el control 
1, DPAm40, presentó 22% y no mostró características senescentes; los demás 
cultivos célulares presentaron mayor porcentaje de la enzima SA-b-gal: control 
2 DPAm45 68,4%, SWR DPAm36, 88% y HGPS DPAm27, 98%; la línea célular 
HT1080 no presentó actividad B-galactosidasa a pH 6,0 (Figura 7). 
Se determinaron diferencias significativas en la actividad SA-b-gal entre 
cultivos primarios de fibroblastos de los controles sanos y pacientes SWR y 
HGPS, sin embargo no se encontraron diferencias entre SWR y HGPS (anexo 
2). Se concluye que  fibroblasos de los pacientes de los dos síndromes 
progeroides, SWR y HGPS, presentan un mayor porcentaje de actividad B-
galactosidasa con respecto a los controles de individuos sanos. 
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Figura  7 . Determinación del número de células positivas para la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia pH 6 en DPAm de fibroblastos de 
piel de pacientes con síndromes progeroides SWR, HGPS, controles individuos sanos y Control HT1080 telomerasa (+). El histograma corresponde 
al porcentaje de actividad B-galactosidasa a pH6, determinada por el número de células azules contadas en 5 campos, en microscopio de luz 
invertido, en función de los DPAm.  Como control de la técnica se usaron pH 7,4 (-) y pH4 Control (+).  El ensayo se realizó por duplicado y 
se contaron por campo entre 50 y 80 células,  en aumentos de  10-40x.  
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6.3. Determinación de la longitud telómerica. 
La longitud de los telómeros disminuye en cada división, activando la 
señalización molecular para la entrada en senescencia replicativa. La longitud 
relativa de los telómeros fue determinada en fibroblastos primarios de piel de 
pacientes con síndromes progeroides SWR, HGPS, controles sanos, y líneas 
célulares HT1080 y SH-SY5Y telomerasa(+) en  diferentes DPA.  Empleando la 
técnica  de PCR en tiempo real, descrita por Cawthon, Richard M., 2002, se 
determinó la longitud relativa de los telómeros usando la relación (T/S), y su 
correlación en pares de bases (pb).  Para confirmar que los productos de la Q-
PCR de los telómeros y el gen de copia única 36B4 correspondían a lo 
reportado por los autores que desarrollaron la técnica (Cawthon Richard M.,  
2002), se realizó un gel de agarosa, con tinción con bromuro de etidio (Figura 
8) en donde todos los productos de PCR tuvieron un tamaño promedio de 76 
pb, las diferencias en longitud telomérica se dieron en el número de copias 
equitativo al número de sitios disponibles para el primer ciclo de la Q-PCR 
(proporcional al total de longitud de los telómeros). También se confirmó una 
sola banda del amplificado del gen de copia única 36B4 (74 bp) el tamaño 
obtenido en este trabajo fue el mismo descrito por (Cawthon Richard M.,  2002). 
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  1       2       3        4        5      6      7      8       9      10     11    12     13   14     15   
Figura 8 .Evaluación del tamaño molecular de los productos de amplificación de Q-
PCR  de telómeros (T)  y del gen de copia única 36B4 (S) 
 
1Control 1 telómero DPA40  2 Control 1 36B4 DPA40   3 Control 2 telómero  DPA37 
4 Control 1 36B4 DPA37  5 Control 2 telómero  DPA45 6 Control 2 36B4 DPA45 7 
HT1080  telómero DPA6  8 HT1080  36B4 DPA6  9  HGPS telómero DPA27 10 
HGPS 36B4 DPA27 11 HT1080  telómero DPA60 12 HT1080 36B4 DPA60 13 SWR  
telómero DPA21  14 SWR  36B4 DPA36 15 Marcador de peso pGEM  (tamaño de 
fragmentos: 2645, 1605, 1,198, 676, 517, 460, 396, 350, 222, 179, 126, y 75 bp). 
 
20 ng de ADN de los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con síndromes 
progeroides y controles individuos sanos, producto de la Q-PCR de los telómeros y 
el gen de copia única 36B4,  los cuales comenzaron a amplificar alrededor de los 16 
y 26 ciclos de la PCR, durante 30 y 40 ciclos de los telómeros y el gen de copia 
única (36B4). Fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa, tinción con 
bromuro de etidio y trans-iluminación UV, se observó un barrido con mayor 
intensidad a 76 pb (suma de las longitudes de los dos iniciadores) de los telómeros. 
También se confirmo una sola banda de producto de 36B4 (74 bp). 
Células     C1-T   C1-S     C2-T    C2-S      C2-T     C2-S     HT-T   HT-S   HG-T   HG-S    HT-T   HT-S   SWR-T  SWR-T   MP
 DPA          40       40         37         37           45         45          6         6         27          27         60        60          21         36 
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En la Figura 9 se observa que la longitud relativa de los telómeros disminuye al 
aumentar los DPA, en todos los cultivos  primarios de fibroblastos de piel 
estudiados. La  longitud relativa de los telómeros es menor en los fibroblastos 
de HGPS;  los fibroblastos de SWR y controles sanos, poseen una longitud 
relativa de los telómeros similar; esta longitud relativa es equivalente al  ADN 
de la linea célular SH-SY5Y, telomerasa positiva, cuyo tamaño telomérico es de 
(4000-5000 pb) y menor al ADN HT1080, la cual presenta un promedio de 
longitud telomérica de 9000-10000 pb. Esta figura muestra que la longitud 
telomérica en (pb) de los diferentes cultivos estudiados comparada con los 
ADN de referencia HT1080 y SH -SY5Y; en  DPAm es de: C1(40): 5632pb; 
C2(45): 3047pb; WR1(36): 4304pb, HGPS(27): 2753pb. No se observaron 
diferencias significativas en la longitud relativa de los telómeros C2-HGPS y 
SWR-HGPS. Sin embargo, el C1 presentó diferencias significativas con los 
demás fibroblastos (prueba T-pareada), lo que indicaría que la longitud de los 
telómeros en el DPAm, es similar para HGPS, SWR, y Control 2, estos cultivos 
célulares a los 130 días  mostraron características senescentes (Figura 6). El 
Control 1, tuvo un comportamiento diferente a los demás fibroblastos 
estudiados, llamando la atención en particular la diferencia con el otro control; 
posiblemente características propias del donante de estos fibroblasos 
explicaría la diferencia entre los controles.  
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Figura 9  Determinación de la longitud relativa de los telómeros T/S en  pares 
de bases (pb) de fibroblastos primarios de piel de pacientes con síndromes 
progeroides SWR, HGPS, controles individuos sanos, HT1080 y SH-SY5Y 
telomerasa(+) en diferentesdoblajes poblacionales acumulados (DPA).  
Las barras corresponden a valores calculados de T/S en función de DPA en 
diferentes cultivos célulares (fibroblastos de HGPS, SWR, y controles de 
individuos sanos) empleando el método de PCR en tiempo real descrito por 
Cawthon, Richard M,2002, y  su relación en pares de bases usando como 
referencia el ADN de HT1080, el cual presenta un promedio de longitud 
telomérica de 9000-10000 pb, que corresponde a un T/S=1, por lo tanto el T/S 
calculado de las muestras fue multiplicado por 9000pb para determinar la 
longitud telómerica en (pb). Como control se usó la línea célular SH-SY5Y cuyo 
tamaño telomérico corresponde a 4000-5000 pb. 
* *
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Yi Ning et al, 2003; Lianqing Yang et al, 2000 encontraron que la longitud 
telomérica  de personas de edades maduras mayores de 73 años es de 4-7 
Kpb, y personas jóvenes de 9 a 30 años es de 9-10 kpb. También se han 
reportado longitudes de los telómeros en personas de la tercera edad en un 
rango de 1,93-4,31 Kbp (Cawthon Richard et al, 2003 Terry Dellara F et al, 
2003), rango en el cual se encuentra la longitud de los telómeros en DPAm de 
nuestros cultivos célulares con características senescentes. 
Estudios transversales de la edad frente a la longitud de los telómeros en  
muestras de la población  general revelan que el acortamiento de los telómeros 
en edad joven (14-19 años)  y en edad adulta joven (20-50 años) parece ser 
mínima en linfocitos. Sin embargo, esta es mayor en personas de la tercera 
edad (50-70 años). No hay estudios que permitan estimar el promedio de 
acortamiento de los telómeros en un rango de edad exacta, pero algunos 
determinan que el acortamiento de los telómeros en personas de 20-95 años 
es de 31-63 pb/año. (Epel Elissa S. et al  2004). 
Para establecer la tasa de acortamiento de los telómeros en los cultivos de 
fibroblastos primarios de piel de pacientes con síndromes progeroides SWR, 
HGPS, controles sanos y HT1080 telomerasa(+) se determinaron las 
pendientes de la longitud relativa de los telómeros T/S (Figura 10). Los cultivos 
primarios de fibroblastos de HGPS fueron los únicos que tuvieron diferencias 
significativas  (anexo 2). Lo cual indica que HGPS tiene una tasa de 
acortamiento mayor,  mientras que la tasa de acortamiento telómerica de SWR 
y controles es similar, sin embargo, esta se da en doblajes poblacionales 
menores con respecto a los controles sanos. La pendiente de HGPS es la 
mayor P= 0,35 seguida de WR1 P= 0,042; C2 P= 0,037; C1 P= 0,011 que tuvo 
la pendiente más baja y no mostró características senescentes durante los 130 
días de estudio (Figura 5).    
Existen pocos estudios a nivel molecular de la longitud telómerica en el 
síndrome de SWR debido a los pocos casos y al promedio de vida de los 
pacientes que la padecen. El único estudio de análisis de la longitud de los 
telómeros fue el realizado por  Radosawa, Nowak et al, 2006, que reportan que 
no hay diferencias significativas al compararlo con controles normales en el 
DPA 59. En nuestro estudio los fibroblastos del paciente con SWR (mujer de 14 
años), tuvieron una longitud de telómeros similar, a los controles en las cuales 
no se encontraron diferencias significativas, sin embargo, la pendiente de 
regresión lineal es mayor con respecto a los controles, SWR 0,042± 0,02; C2 
0,037± 0,02; C1 0,016± 0,009, Además el punto crítico de acortamiento de los 
telómeros se da en DPAm menores SWR DPAm36; C2 DPA45 y C1 DPAm40 
determinados durante 130 días de estudio. Concluyendo que los fibroblastos de 
SWR poseen una capacidad replicativa menor a los controles y senescen con 
un promedio de longitud de telómeros similar a éstos.  
Shurong Huang, et al  2007, observaron que la longitud de los telómeros en 
células que poseen sobre-expresión de Lámina A WT (silvestre) envejecía con 
un promedio de longitud de los telómeros similares a las células control. Sin 
embargo, la pérdida de los telómeros era mayor por doblaje poblacional 
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comparada con el control. Este mismo fenómeno se observó en este estudio 
con los fibroblastos de SWR, lo que podría indicar que existen alteraciones en 
el número de copias de Lámina A, siendo una de las muchas causas que 
podrían darse en el síndrome progeroide SWR. Debido a que se ha podido 
determinar que pacientes con SWR no presentan alteración en LáminaA 
(Morales LC, et al, 2009, Ramirez Nelson, 2009), pero se desconoce si hay 
variaciones en el número de copias de lámina-A. 
En cuanto a la longitud telómerica de fibroblastos de piel en el paciente con 
HGPS, existen diferentes estudios en donde se postula que la tasa de 
acortamiento de los telómeros es menor que en individuos sanos (Allsopp 
Richard et al 1992, Shurong Huang, et al  2007,  Lianqing Yang et al, 2000, Yi 
Ning et al, 2003). 
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Figura 10 Regreción líneal de la longitud relativa de los telómeros T/S de 
fibroblastos primarios de piel de pacientes con síndromes progeroides SWR, 
HGPS, controles individuos sanos, y  HT1080  telomerasa(+) en  diferentes 
DPA.  
 
La grafica hace referencia a la regresión lineal de la longitud telomérica de los 
cultivos de fibroblastos primarios mencionados en la Figura 9. Esta 
corresponde a valores calculados  de T/S en función de DPA.  
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Decker Michelle L., et al 2009, postularon que la disminución de la longitud 
telómerica en pacientes con HGPS es debida a la mutación en Lámina A. 
Lámina A y C se expresan en todos los tejidos diferenciados con excepción de 
algunos líneajes hematopoyéticos como linfocitos CD20-positivo B, CD3-T 
positivo, así como células neuroendocrinas. Conociendo ésto, determinaron la 
longitud telómerica mediante la técnica de Fish (Hibridación in situ fluorescente) 
de células hematopoyéticas (células T y granulositos) y fibroblastos primarios 
de pacientes diagnosticados con HGPS, los fibroblastos tuvieron en promedio 
un tamaño 3,5 Kpb, y las células hematopoyéticas Lámina A (-) un promedio de 
10 Kpb, este hecho se atribuye a la falta de Lámina A en células 
hematopoyéticas. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estas 
células poseen niveles basales de telomerasa, que pueden aumentar en 
respuesta a ciclinas que inducen proliferación y entrada al ciclo célular. Wang 
J.C.Y., 2005, determinó que las células hematopoyéticas podían mantener 
estable la longitud telómerica aproximadamente en 10 Kpb, durante 6 DPA 
igual a lo descrito por Decker Michelle L., et al 2009,  pero el  tamaño  
disminuía  durante extensiva cultivación, 16 DPA y no se restablecía a pesar de 
ser  transfectadas con hTERT.  
Estos  resultados muestran que la disminución de la longitud telómerica en 
pacientes con HGPS en gran medida está determinada por la mutación en 
Lámina A, pero pueden existir otros factores tales como: el tipo de célula, el 
punto del ciclo célular en el cual se encuentre; que pueden hacer que la 
longitud telómerica cambie. Incluso estudios recientes han demostrado que el 
papel de la telomerasa no se limita a mantener constante la longitud del 
telómero ya que se evidencian telómeros muy cortos con longitudes 
subsenescentes en células telomerasa (+), las cuales no pierden su capacidad 
replicativa e impiden que entren en señales de reparación de ADN o 
senescencia (Rubio Miguel A., et al, 2002, 2004, Blackburn Elizabeth H., 2004,  
Xu Lifeng and Elizabeth H. Blackburn, 2007, Wallisa, et al, 2004). 
Los hallazgos señalados podrían indicar que el acortamiento de los telómeros 
es un proceso complejo en donde factores intra y extracélulares pueden inducir 
dicha reducción, la cual está determinada en gran medida por la pérdida de su 
estructura y de la interacción de las secuencias repetitivas del telómero con 
proteínas como TRF1 y TRF2 que mantienen la estabilidad del bucle e impiden 
que la telomerasa pueda incluir secuencias repetitivas del telómero, mientras 
que otras proteínas asociadas al telómero como Tankirasa  realizan poli-
ribosilación de TRF1 y TRF2 para que puedan ser ubiquitinadas y degradadas 
vía proteosoma, y de esta manera la telomerasa pueda tener acceso al 
telómero, además de estas proteínas que controlan la longitud del telómero, 
éste posee proteínas de reparación de ADN como Ku, RD50, entre otras, que 
hacen que el telómero sea un componente biológico altamente activo, e 
importante en el mantenimiento del genoma, señalización célular, inducción de 
senescencia, reparación de ADN, e inducción de proliferación célular y  
protección célular ante agentes genotóxicos (Blasco María A, 2004). 
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6.4. Expresión de p16 por Western blot. 
La expresión de proteínas reguladoras del ciclo célular p53/p21 y p16 son 
importantes en la señalización de las células hacia la senescencia. En este 
estudio se determinó la expresión de p16 por ser un marcador irreversible de 
senescencia célular. p16 se expresa en células  senescentes, cuando p53 se 
encuentra mutado, (Beauséjour Christian et al, 2003). Además se ha observado 
que p53 puede estar  disminuido pero que p16 y p21 deben tener mayor 
expresión en la  senescencia célular. Sin embargo,  la sobreexpresión de p16 
no es suficiente para iniciar la senescencia cuando p53 es silenciado o mutado, 
es necesario que p21 este presente, al parecer p53 activa a p21 y puede llegar 
a disminuir su expresión mientras que p21 la aumenta al igual que p16 cuando 
la célula senesce. La expresión de p16 se ha observado en respuesta a daño 
del ADN,  activación de Ras oncogénico y estrés célular (Chen Jun, et al  
2005). 
La regulación al alza gradual de p16 se observa típicamente durante la 
aproximación a la senescencia en donde hay una fracción cada vez mayor de 
células que expresan p16 asociados con la detención del ciclo célular. La 
expresión de células positivas para p16 aumenta con la edad del cultivo (Herbig 
Utz, et al 2004). En este estudio se pudo confirmar que a medida que 
aumentaba la edad del cultivo las células expresaban un mayor porcentaje de 
p16. La expresión de p16 varia de acuerdo al tipo célular, como se observa en 
la Figura 11, esta fue mayor en los fibroblastos con síndromes progeroides que 
en los controles sanos, en los cuales se pudo determinar diferencias 
significativas (anexo 2). A continuación se muestran los porcentajes de p16 
normalizados por la expresión de B-actina: HGPS DPA25 63% y DPA27 66%, 
SWR DPA 21 7 % y  DPA36, 60%,  Control 1  3% en el DPA40 y C2 12% 
DPA45. En DPA tempranos no se  observó expresión de p16. 
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Figura 11. Expresión de la proteína p16 en DPA tempranos y tardíos, de 
fibroblastos primarios de piel de pacientes con síndromes progeroides SWR, 
HGPS, controles individuos sanos.  
 
Las gráficas corresponden al porcentaje de expresión de p16, normalizado por 
nivel de expresión de B-actina. Como control positivo de expresión de p16 se 
uso  la línea de carcinoma de cervix (Hela) p16(+), y como control negativo de 
expresión de p16 se utilizó fribrosarcoma (HT1080) p16(-). Las imágenes 
fueron analizadas por densitometría (n=2).  
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Los fibroblastos de HGPS, tuvieron el mayor porcentaje de expresión de p16,  
66%. Este resultado se puede correlacionar con la tasa de acortamiento  
telómerica la cual fue mayor en este tipo de fibroblastos con relación a los 
demás cultivos célulares estudiados.  La expresión de p16 en pacientes con 
HGPS parece estar relacionado con la mutación en lámina-A, que provoca 
daños en el ADN, disminución acelerada de los telómeros, e induce señales de 
senescencia correlacionados con la regulación positiva de p16 y p21, regulada 
por ATM/ATR. La mutación en lámina-A puede afectar interacciones con 
factores de transcripción implicados en el ciclo célular, como la proteína 
retinoblastoma (pRb) la cual regula el ciclo célular al inhibir la actividad del 
activador transcripcional E2F de forma dependiente de la proteína p16, que  
impide la fosforilación de Rb y media el establecimiento de estructuras 
represivas de la cromatina con genes necesarios para la entrada en la fase-S y 
la progresión de la detención del ciclo célular, esencial para la entrada 
senescencia (Ryan T. Nitta, et al 2006). 
No existen estudios de expresión de p16 en fibroblastos de pacientes con 
SWR; en este estudio se determinaron diferencias significativas  P  0,05, 
siendo  mayor la expresión de p16 en fibroblastos del pacientes con SWR 
DPA36 60%, con respecto a fibroblastos de piel de controles sanos  3 % en el 
DPA40 del Cl y 12%  en el DPA45 del C2. 
Estos resultados no se pueden correlacionar directamente con la tasa de 
acortamiento telomérica acelerada, como en el caso de los fibroblastos 
primarios de HGPS,   debido a que los fibroblastos primarios de SWR poseen 
una tasa de acortamiento telomérica similar a los controles; no obstante, el 
porcentaje de expresión de p16 en DPAm es mayor en  fibroblastos de SWR, 
con respecto a  el control 2 (hombre sano de 21 años). Sin embargo, podría 
indicar  que los fibroblastos de SWR  no poseen una perdida de la  longitud 
telómerica tan drástica como los fibroblastos de HGPS; pero, expresa p16 en 
mayor porcentaje que los controles sanos. p16 se expresa independiente de la 
pérdida de la longitud telómerica, (Beauséjour Christian et al, 2003) lo que 
indicaría que las características senescentes  de los cultivos célulares de SWR 
no son debidas al acortamiento acentuado de los  telómeros. 
 En la Tabla2 se muestra el resumen de las características de los cultivos 
primarios de fibroblastos de pacientes con síndromes progeroides SWR, HGPS  
y controles sanos, determinadas en este estudio. 
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Tabla 2 Marcadores de senescencia célular en cultivos primarios de 
fibroblastos de pacientes con síndromes progeroides HGPS, SWR, y 
controles sanos   
 
Tipo de célula  DPAmax Pendiente de 
la longitud 
relativa de 
los 
telómeros 
% expresión 
p16 DPAmax 
% actividad 
Bgal 
HGPS 
AG01972 
(Mujer 13 
años) 
27±0,01 0,35± 0,18 
 
66±0,71 % 98±6,87% 
SWR (Mujer de 
14 años) 
36±0,01 0,042± 0,02 60±1,41% 88±7% 
C2 (hombre de 
21 años, sano) 
45 ± 1,29 
 
0,037± 0,02 
 
12± 1,41% 68,4± 4,76% 
C1 (mujer de 
25 anos, sana) 
40± 0,58 
 
0,016± 0,009 
 
3 ±.2,12% 22 ± 5,03% 
 
En este trabajo se pudo confirmar que existen diferencias significativas en la 
capacidad replicativa en los DPAm, expresión de p16 y  actividad Bgal a pH6 
de los cultivos primarios  de fibroblastos de pacientes HGPS, SWR y controles 
sanos. No se encontraron diferencias significativas en tasa de acortamiento de 
los telómeros de fibroblastos de SWR y controles; sin embargo, estas se dan 
en doblajes poblacionales menores con respecto a los controles. La tasa de 
acortamiento de los telómeros en  HGPS fue estadísticamente significativa, con 
respecto a los demás cultivos de fibroblastos estudiados. 
La importancia de estudiar los mecanismos célulares y moleculares de 
síndromes progeroides se justifica en que presentan algunas características del 
proceso envejecimiento natural.  
George Martin, 1996,  propusó como un abordaje alternativo para el estudio del 
envejecimiento, el análisis de enfermedades que presentan  características 
fenotípicas de este proceso,  aunque no muestran todas las características del 
envejecimiento, mimetizan diversos aspectos de éste. 
En la ultima decada se ha podido establecer que células de diferentes tejidos 
de pacientes con Werner, Cockayne, Xeroderma pigmentosa, y Ataxia 
telangiectasia poseen mayor tasa  de acortamiento  telómerica, y menor 
capacidad replicativa con respecto a células de individuos sanos. Se ha 
sugerido que la inestabilidad genética, aberraciones cromosómicas y 
acortamiento de los telómeros, se asocian con el fenotipo de envejecimiento, 
en estas enfermedades (Shiloh, Y. 1997; Goto, M, 1997; Hanawalt, P. C. 2000; 
Rapin, I. et al 2000; Oshima, J, 2000; Chang Sandy et al, 2004 Muñoz P, et al, 
2005;  Jauch Anna et al, 2007; Ting AP, et al, 2009; Malcolm White, 2009). La 
senescencia replicativa en los síndromes de envejecimiento prematuro, 
descritos anteriormente se ha asociado con la inducción de proteínas 
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reguladoras del ciclo célular: p53 y p16 (Singhrao Davis T, et al, 2003; 
Puzianowska-Kuznicka M, y Kuznicki J. 2005; Muñoz P et al, 2005; 
Hoeijmakers JHJ. 2007; Razmik Mirzayans, et al, 2007,  Maier Andrea B. y 
Rudi G.J. Westendorp, 2009). Recientemente se ha argumentado que estos 
dos reguladores del ciclo célular determinan mecanismos célulares 
convergentes y divergentes, que se desarrollan para proteger a las células 
contra  cáncer y  envejecimiento. Mecanismos convergentes, incluyen, 
defensas antioxidantes e inducción de la transcripción de p53, el cual actúa  
disminuyendo el daño célular y al mismo tiempo protege contra el cáncer y el 
envejecimiento, los mecanismos divergentes, incluyen el acortamiento de los 
telómeros y sobre-expresión de p16, el cual actúa principalmente para reducir 
la proliferación célular y prevenir Tumoro-génesis; pero con ello promueve el 
envejecimiento, limitando el potencial de regeneración de poblaciones de 
células madre (Serrano M, Blasco MA. 2007). Estos hallazgos permiten 
relacionar el acortamiento telómerico y la sobre-expresión de p16 como 
factores responsables de  redución de la proliferación célular, y la entrada a 
senescencia replicativa en células provenientes de pacientes con síndromes 
progroides; y nos permiten postular  al síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch 
(SWR) como modelo para el estudio de envejecimiento célular; este síndrome 
de envejecimiento ha sido poco estudiado, dedido a su poca prevalencia, más 
o menos 28 casos se han informado en los últimos 30 años a nivel mundial   
(Rautenstrauch T, Snigula F. 1977, 1994; Arboleda H, Quintero L, Yunis E. 
1997, 2005). 
En este estudio se pudo establecer que  fibroblastos de una paciente de 14 
años con SWR, entran en un estado de senescencia prematura determinada 
por disminución de la capacidad replicativa con respecto a los controles no 
afectados, esto pudo ser debido, a la arquitectura del núcleo, Ramírez Nelson, 
2010, en su trabajo de maestría en neurociencias, determino que el núcleo de 
la paciente con SWR, es más pequeño con respecto a los individuos sanos, 
esto podría indicar que en este tipo de células hay una reorganización de la 
cromatina, la cual se encuentra mucho más compacta, y podría   inducir 
silenciamiento de algunos promotores de proliferación celular, disminuyendo su 
tasa de duplicación. Esta reorganización de la cromatina podría explicar el 
aumento en la expresión de la proteína p16, y la actividad b-galactosidasa en 
los fibroblastos de WRS. La reorganización de la cromatina se ha involucrado 
estrechamente con la inhibición de factores de trascripción como E2F, además 
también se ha podido establecer que cuando hay expresión de p16, esta va 
acompañada por un incremento en la actividad B-galactosidasa asociada a 
senescencia (Munro June, et al, 2004, Campisi Judith, 2005, Jeyapalan Jessie 
et al, 2007).  
En este estudio también se pudo determinar que  fibroblastos de SWR poseen 
una dinámica de crecimiento celular lenta, esto pudo ser la causa de que el 
acortamiento de los telómeros fuese similar a los controles de individuos sanos.  
Diferente a lo que sucede en los fibroblastos de HGPS  en donde se ha podido 
establecer que la dinámica de crecimiento celular durante los primeros DP 
(doblajes poblacionales) es mayor, pero en los DP finales los fibroblastos de 
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HGPS experimentan un fuerte descenso en la fracción de  proliferación y los 
valores caen (Joanna M. Bridger y Ian R. Hill, 2004). Esto explicaría la perdida 
acelerada de los telómeros observada en los fibroblastos de HGPS, y la alta 
expresión de p16; se ha podido establecer que la perdida de los telómeros 
activa a p53 en principio, y que esta perdía genera estrés genotóxico, el cual 
incrementa la expresión de p16 y de la enzima B-galactosidasa asociada a 
senescencia (Judith Campisi, 2005). 
Por lo anterior se pude concluir que fibroblastos de síndromes de 
envejecimiento SWR,  presentan  diferencias con respecto a los fibroblastos de 
HGPS, debido principalmente al origen de la enfermedad, HGPS posee una 
mutación en el extremo carboxilo de proteína de lámina A, esta mutación 
produce una deleción de 50 aa cerca al extremo C-terminal de la pre-lámina A, 
lo cual induce alteraciones en la arquitectura nuclear, perdida acelerada de los 
telómeros, mayor expresión de p16, y B-galactosidasa asociada a senescencia; 
mientras que para SWR aun no se ha establecido la mutación, sin embargo se 
descarta que sea causada por la proteína  lámina A, debido a que un estudio 
reciente el grupo de neurociencias de la universidad nacional, secuencio el gen 
en cuestión y no encontró la mutación (Morales Luís Carlos, et al, 2009) , 
además el trabajo de Ramírez  Nelson 2010, se pudo determinar que no 
existen anormalidad en el núcleo en pases tempranos, sin embargo es mas 
pequeño que los controles de individuos sanos y en este estudio se pudo 
establecer que fibroblastos de SWR presentan capacidad replicativa disminuida 
con respecto a los controles, y altos porcentajes de la proteína p16, y actividad 
cualitativa B-galactosidad asociada a senescencia.   
La importancia de conocer las mutaciones que causan los síndromes 
progeroides, es debida a que estás son las precursoras del trastornos 
geriátricos, y su conocimiento facilita el estudio a nivel molecular de la 
enfermedad y la elaboración de modelos animales derivados de estás  
mutaciones. El síndrome de Hutchinson-Gilford, cuyas características 
fenotípicas de envejecimiento prematuro aparecen en diversas etapas de la 
vida post-natal, ha sido ampliamente estudiado, y se ha podido constatar que la 
mutación en lámina-A, es la causa del envejecimiento acelerado, como ya se 
ha señalado. Actualmente existen modelos murinos con mutaciones causantes 
del fenotipo senescente: Ratones mutantes -/- láminaA, y  deficientes en la 
enzima Zmpste24 metaloproteasa, la cual participa el procesamiento o 
maduración de la proteína lámina-A. También están los ratones deficientes del 
gen  ERCC6  asociado con un defecto en la reparación por escisión de 
nucleótidos (NER) vía necesaria para la reparación de ADN detectado en 
Xeroderma pigmentoso (XP) y el síndrome de Cockayne (CS) (Lammerding, 
P.C, et al 2004, Mariño Guillermo, et al, 2008).  
Estos modelos, en ratones, permiten dilucidar los mecanismos moleculares y 
bioquimícos subyacentes de los síndromes progeroides y por ende al 
envejecimiento humano (Misteli Tom y Scaffidi Paola, 2005).  
Los mecanismos del envejecimiento es decir, la modulación genética y 
bioquímica, que altera la duración de la vida de diversas especies. Ha sido 
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establecida usado modelos en gusanos, moscas y ratones (Kipling et al, 1993),  
sin embargo, estos modelos tienen varias limitaciones. En primer lugar, la vida 
útil de estos modelos son considerablemente más cortos que la de los 
humanos. Estas especies son "r" las cuales se caracterizan, en parte, por el 
rápido ritmo de desarrollo, alto grado de fecundidad, y cortos períodos de vida. 
Los seres humanos son "K",  se caracterizan, en parte, por largos períodos de 
desarrollo, poca descendencia relativa y larga vida. Por lo tanto, es posible que 
los resultados bioquímicos genéticos de los organismos modelo pueden no ser 
relevantes para los seres humanos. Cabe señalar, por ejemplo, que las 
proteínas CETP (por sus siglas en inglés Cholesteryl ester transfer proteín), las 
cuales modulan la susceptibilidad a varias enfermedades del envejecimiento no 
existen en los invertebrados o roedores (Martin George M., 2004). Además, las 
investigaciones suelen examinar en un único entorno, siendo importante el 
análisis de los genes y las interacciones con el medio ambiente. Parte de esta 
comprensión debe demostrar ser exclusiva de nuestra especie. (Martin George 
M., 2004, 2005) 
Patrones diferentes de envejecimiento incluyen diversos grados de 
susceptibilidad a enfermedades de la vejez y discapacidades, los cuales son  
parte de un espectro de fenotipos que escapan a la fuerza de la selección 
natural. Por tanto el "fenotipo senescente", presente en los síndromes 
progroides haría parte de los complejos procesos de envejecimiento humano 
(Martin George M., 2004, 2005, 2007). 
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7. CONCLUSIONES 
 
1. La capacidad replicativa de fibroblastos derivados de piel de pacientes con 
síndromes progeroides HGPS y SWR, fue menor a la observada en los 
fibroblastos de individuos sanos.  
2. La tasa de acortamiento telomérica fue mayor en los fibroblastos de HGPS,  
los cultivos primarios de fibroblastos de SWR presentron una tasa de 
acortamiento telomérica similar a los fibroblastos control, aunque la perdida de 
los de los telómeros se da en DPAm menores 
3. Fibroblastos primarios de pacientes con dos síndromes progeroides SWR y 
HGPS expresaron mayores porcentajes de marcadores de senescencia p16 y 
B-galacosidasa asociada a senescencia.  
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8. CONCLUSIONES GENERAL 
 
En este estudio se muestra evidencia de senescencia temprana en fibroblastos 
de un paciente de SWR, síndrome de envejeciminto poco estudiado hasta el 
momento. Los fibroblastos de HGPS y SWR tuvieron una menor capacidad 
replicativa, mayor actividad cualitativa B-galacosiasa asociada a senescencia  
comparada con fibroblastos de individuos sanos.  La tasa de acortamiento 
telomérica fue mayor en los fibroblastos de HGPS,  mientras que los cultivos 
primarios de fibroblastos de SWR presentron una tasa de acortamiento 
telomérica similar a los controles, aunque la perdida de los de los telómeros se 
da en DPAm menores. Este hallazgo se corroboró con los niveles de expresión 
de p16: los fibroblastos de HGPS presentaron 66%; y los fibroblastos de SWR  
tuvieron 60% mientras que el control 2 el cual presento caracteristicas 
senescentes tuvo 12%. Esto podría indicar que los fibroblastos de SWR a 
pesar de no tener una pérdida de la  longitud telómerica tan drástica como los 
fibroblastos de HGPS expresaron p16 en mayor porcentaje que los controles 
sanos;  p16 se expresa independiente de la perdida de la longitud telómerica, lo 
que indicaría que las características senescentes de SWR no son 
necesariamente debidas al acortamiento acentuado de los  telómeros. 
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4. PERSPECTIVAS. 
 
En este estudio se pudo establecer que fibroblastos de un paciente SWR posee 
algunos marcadores de senescencia: menor capacidad replicativa, expresión 
de p16 y b-gal, similares a los mostrados por el paciente de HGPS y diferentes 
a los controles, postulando como un posible modelo de envejecimiento, como lo 
es HGPS, sin embargo es necesario estudiar otras vías alternas que puedan 
estar involucradas en el proceso de envejecimiento prematuro en estos 
pacientes  
-Alteraciones en reparación de ADN: Alteraciones en la estructura de la 
cromatina, y expresión de proteínas ATM /ATR, y p53 fósforilado.  
-Alteraciones bioquímicas: Activación de la vía AMPK y la inhibición de mTOR, 
las cuales ejercen cambios en la trascripción de  genes claves en el 
metabolismo de los lípidos y  glucosa, alterados en  pacientes con síndromes 
progeroides. 
-Determinación del gen involucrado en el desarrollo del síndrome progeroide 
En un trabajo reciente el grupo de neurociencias secuenció las regiones 
codificantes del gen LMNA de cuatro individuos afectados con SWR 
confirmando la ausencia de alteraciones en la secuencia génica estudiada 
(Morales LC et al, 2009). Basados en estos estudios junto con la ausencia del 
fenotipo nuclear característico de las laminopatias se cree  que el gen del SWR 
podría ser diferente al gen de HGPS. Descartando el gen candidato más 
sugestivo, actualmente se está tratando de ubicar el gen responsable por 
medio de un mapeo de genoma completo.  El usó de genotipificación  de 
genoma completo en pedigríes de tamaños moderados y con consanguinidad 
esporádica junto con el estudio de mapeo por homocigosidad conforman un 
conjunto de técnicas que permitirán  relacionar si familias consanguíneas 
tienen una mutación en un mismo gen.    
También se propone estudiar el comportamiento célular de fibroblastos de otros 
síndromes de envejecimiento como Werner, Cockayne, Xeroderma 
pigmentosa, y Ataxia telangiectasia, los cuales permitirán validar el modelo de 
envejecimiento de pacientes con SWR y confirmar los resultados obtenidos en 
este trabajo con con replicas en fibroblastos de otros pacientes SWR 
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ANEXOS 
 
Anexo 1 Determinación de la longitud telomérica T/S 
1. Curva patrón ADN referencia para Telómeros y 36B4   
1.1 Curva patrón ADN referencia 36B4 
             
      
 
36B4, fosfoproteína ribosomal PO: Eficiencia 2,0 error 0,05           
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1.2 Curva patrón ADN referencia Telómeros  
 
             
                        
             
 
 
Telomero: 1,98 error 0,05 
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Para relizar la curva patrón de ADN referencia para telómeros y 36B4  se usó la  
línea célular de neuroblastoma SH-SY5Y la cual posee una tamaño promedio 
de telomero  de (4.4- 5 kbp), se emplearon las siguientes concentraciones (100, 
50, 25, 12,5, 6,25 ng/ul  de ADN), este ADN  de referencia;  se  relacionó con la 
señal de amplificación obtenida o el CT  que es el número de ciclos de PCR 
necesarios para que una muestra de ADN acumule suficiente producto para 
cruzar el umbral de magnitud de la señal fluorescente (usando SYBR Green). 
Para discriminar si las muestras con curva de amplificación positiva 
correspondían a productos específicos o a dímeros de iniciadores o productos 
inespecíficos, se  realizó una curva de desnaturalización (“melting curve”), la 
temperatura se aumento lentamente desde 50°C hasta 95°C la cual causó la 
desnaturaliza del ADN  observandose una drástica caída de la fluorescencia 
debido a la disociación del SYBR Green. Los productos de PCR de las 
diferentes concentraciones de ADN se observan en diferentes picos, usando la 
misma tempratura de melting.   
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Posteriormente los CTs obtenidos de la amplificación de los telómeros y el gen 
de copia única 36B4 se usaron para realizar una curva patrón, la cual se 
muestra a continuación   
 
Regresión líneal usando iniciadores 36B4, (rosado y azul) y Telómeros 
(amarrillo y azul claro) (100, 50, 25, 12,5, 6,25 ng/ul  de ADN SH-SY5Y 
neuroblastoma, telomerasa (+) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = -3,4581x + 31,607
R2 = 0,9816
y = -3,2123x + 22,165
R2 = 0,9748
12
14
16
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20
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24
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Anexo 2  Análisis Estadístico 
 
Normalización de los datos 
Kolmogorov- Smirnov, P  0,05,  
 
H0 La variable se distribuye normalmente. 
H1 La variable no se distribuye normalmente. 
Si el nivel de significancia es mayor a p: 0,05 no se  rechaza la hipótesis nula lo 
que indicaría que los datos tienen una distribución normal. 
 Kolmogorov-Smirnov  
  DPA Bgal p16 telo 
N 16 20 8 16 
Media 36.25000 66.05000 40.00000 .11184 Parámetros de normalidad 
a,,b 
Std. Deviación 6.361342 32.030372 28.948230 .167515 
Absoluto .177 .210 .255 .374 
Positivo .177 .165 .186 .374 
Diferencias extremas  
Negativo -.172 -.210 -.255 -.266 
Kolmogorov-Smirnov Z .708 .939 .722 1.495 
Asymp. Sig. (2-colas) .698 .341 .675 .023 
 
Los datos que no presentaron una distribución normal,  pendiene de las 
regresiones líneales de los telómeros de fibroblastos de HGPS, SWR y 
controles sanos fueron normalizados con logaritmo natural.  
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 Kolmogorov-Smirnov  
  DPA Bgal p16 Telomeros 
N 16 20 8 16 
Media 36.2500 66.0500 40.0000 1.3056 Normal Parametersa,,b 
Std. Deviación  6.36134 32.03037 28.94823 .55797 
Absoluto .177 .210 .255 .156 
Positivo .177 .165 .186 .104 
Most Extreme Differences 
Negativo -.172 -.210 -.255 -.156 
Kolmogorov-Smirnov Z .708 .939 .722 .625 
Asymp. Sig. (2-colas) .698 .341 .675 .830 
 
Los datos obtenidos,  capacidad replicativa,  actividad B-galactosidasa, longitud 
telómerica y expresión de p16 de los fibroblastos de piel de pacientes con 
síndrome progeroides,  SWR, HGPS y  controles sanos se contrastaron entre sí 
con un análisis de varianza ANDEVA para comparar las medias para cada una 
de las variables analizadas e identificar diferencias significativas entre los 
síndromes progeroides y los controles evaluados.   
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ANDEVA 
  Suma de cuadrados df Media de cuadrados F Sig. 
Entre Groups 601.000 3 200.333 400.667 .000 
Con Groups 6.000 12 .500   
DPAm 
Total 607.000 15    
Entre Groups 18581.750 3 6193.917 108.761 .000 
Con Groups 911.200 16 56.950   
Bgal 
Total 19492.950 19    
Entre Groups 5857.000 3 1952.333 867.704 .000 
Con Groups 9.000 4 2.250   
p16 
Total 5866.000 7    
Entre Groups 3.904 3 1.301 20.384 .000 
Con Groups .766 12 .064   
Telomeros 
Total 4.670 15    
 
Se realizo una prueba de Tukey para comparaciones múltiples entre las 
variables, determinando cual población fue estadísticamente significativa P  
0.05 
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Células: 1 Control-1, 2 Control-2, 3 SWR, 4 HGPS  
Comparación multiple 
Tukey HSD 
95% intervalo de confianza 
Variable 
dependiente 
(I) 
Células 
(J) 
Células 
Diferencia media 
(I-J) Std. Error Sig. Limite inferior Limite superior 
2.00 -4.00000* .50000 .000 -5.4845 -2.5155 
3.00 4.50000* .50000 .000 3.0155 5.9845 
1.00 
4.00 12.50000* .50000 .000 11.0155 13.9845 
1.00 4.00000* .50000 .000 2.5155 5.4845 
3.00 8.50000* .50000 .000 7.0155 9.9845 
2.00 
4.00 16.50000* .50000 .000 15.0155 17.9845 
1.00 -4.50000* .50000 .000 -5.9845 -3.0155 
2.00 -8.50000* .50000 .000 -9.9845 -7.0155 
3.00 
4.00 8.00000* .50000 .000 6.5155 9.4845 
1.00 -12.50000* .50000 .000 -13.9845 -11.0155 
2.00 -16.50000* .50000 .000 -17.9845 -15.0155 
DPAm 
4.00 
3.00 -8.00000* .50000 .000 -9.4845 -6.5155 
2.00 -52.80000* 4.77284 .000 -66.4552 -39.1448 
3.00 -72.40000* 4.77284 .000 -86.0552 -58.7448 
1.00 
4.00 -76.60000* 4.77284 .000 -90.2552 -62.9448 
1.00 52.80000* 4.77284 .000 39.1448 66.4552 
3.00 -19.60000* 4.77284 .004 -33.2552 -5.9448 
2.00 
4.00 -23.80000* 4.77284 .001 -37.4552 -10.1448 
Bgal 
3.00 1.00 72.40000* 4.77284 .000 58.7448 86.0552 
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2.00 19.60000* 4.77284 .004 5.9448 33.2552 
4.00 -4.20000 4.77284 .815 -17.8552 9.4552 
1.00 76.60000* 4.77284 .000 62.9448 90.2552 
2.00 23.80000* 4.77284 .001 10.1448 37.4552 
4.00 
3.00 4.20000 4.77284 .815 -9.4552 17.8552 
2.00 -21.50000* 1.50000 .000 -27.6063 -15.3937 
3.00 -57.50000* 1.50000 .000 -63.6063 -51.3937 
1.00 
4.00 -67.00000* 1.50000 .000 -73.1063 -60.8937 
1.00 21.50000* 1.50000 .000 15.3937 27.6063 
3.00 -36.00000* 1.50000 .000 -42.1063 -29.8937 
2.00 
4.00 -45.50000* 1.50000 .000 -51.6063 -39.3937 
1.00 57.50000* 1.50000 .000 51.3937 63.6063 
2.00 36.00000* 1.50000 .000 29.8937 42.1063 
3.00 
4.00 -9.50000* 1.50000 .011 -15.6063 -3.3937 
1.00 67.00000* 1.50000 .000 60.8937 73.1063 
2.00 45.50000* 1.50000 .000 39.3937 51.6063 
p16 
4.00 
3.00 9.50000* 1.50000 .011 3.3937 15.6063 
2.00 .36250 .17866 .231 -.1679 .8929 
3.00 .40750 .17866 .157 -.1229 .9379 
1.00 
4.00 1.33750* .17866 .000 .8071 1.8679 
1.00 -.36250 .17866 .231 -.8929 .1679 
3.00 .04500 .17866 .994 -.4854 .5754 
2.00 
4.00 .97500* .17866 .001 .4446 1.5054 
1.00 -.40750 .17866 .157 -.9379 .1229 
Telómeros 
3.00 
2.00 -.04500 .17866 .994 -.5754 .4854 
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4.00 .93000* .17866 .001 .3996 1.4604 
1.00 -1.33750* .17866 .000 -1.8679 -.8071 
2.00 -.97500* .17866 .001 -1.5054 -.4446 
4.00 
3.00 -.93000* .17866 .001 -1.4604 -.3996 
*. La diferencia media es significativa con un nivel de 0,05. 
 
                                                                          78 
                                                                      
Telómeros DPAm 
También se realizo una prueba t pareada, para determinar diferentas en la longitud telomérica de los doblajes poblacionales 
máximos de los cultivos primarios estudiados P  0.05 
T-Pareada  
  Diferencias pareadas 
   95% Intervalo de confianza 
  Media Std. Desviación Std. Error Media bajo alto t df Sig. (2-colas) 
Pareja 1 C1 - C2 2584.750 1259.575 629.787 580.485 4589.015 4.104 3 .026 
Pareja 2 C1 - SWR 1328.000 730.250 365.125 166.010 2489.990 3.637 3 .036 
Pareja 3 C1 - HGPS 2867.750 808.603 404.302 1581.082 4154.418 7.093 3 .006 
Pareja 4 C2 - SWR -1256.750 529.739 264.869 -2099.682 -413.818 -4.745 3 .018 
Pareja 5 C2 - HGPS 283.000 2001.268 1000.634 -2901.465 3467.465 .283 3 .796 
Pareja 6 SWR - HGPS 1539.750 1490.917 745.458 -832.631 3912.131 2.066 3 .131 
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Capacidad replicativa Prueba de Tukey para comparaciones múltiples entre las variables, P  0,05  
 
C1 
Tukey HSDa 
alfa= 0.05 
Dias N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
.0 2 .000               
5.0 2 1.850 1.850              
10.0 2 2.900 2.900              
15.0 2  4.350              
20.0 2   7.900             
25.0 2   9.000 9.000            
30.0 2   10.140 10.140            
35.0 2    12.095 12.095           
40.0 2     15.300 15.300          
45.0 2      18.450 18.450         
50.0 2       19.450 19.450        
55.0 2        22.000 22.000       
60.0 2         23.935 23.935      
Sig.  .118 .301 .488 .071 .052 .061 1.000 .271 .734 .989 .061 .333 .172 .053 .121 
a. tamaño de la muestra = 2,000. 
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C2 
Tukey HSDa 
Subset for alpha = 0.05 
Dias N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
.0 2 .000                  
5.0 2 2.280 2.280                 
10.0 2  4.895 4.895                
15.0 2   6.160 6.160               
20.0 2   7.650 7.650 7.650              
25.0 2    9.000 9.000              
30.0 2     10.220              
35.0 2      13.795             
40.0 2      15.950 15.950            
45.0 2       18.300 18.300           
50.0 2        19.850 19.850          
55.0 2         22.475 22.475         
60.0 2          24.150 24.150        
Sig.  .481 .254 .186 .152 .280 .581 .427 .954 .249 .909 .154 .254 .211 .260 .143 .078 .078 .709 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000. 
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WRS 
Tukey HSDa 
 alfa = 0.05 
Dias N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
.0 2 .000                 
5.0 2  2.050                
10.0 2  3.400 3.400               
15.0 2   5.000 5.000              
30.0 2    6.050 6.050             
20.0 2    6.150 6.150             
35.0 2    6.200 6.200             
25.0 2     7.150             
40.0 2      9.150            
45.0 2      10.900 10.900           
50.0 2       11.850           
55.0 2        15.150          
60.0 2         18.700         
Sig.  1.000 .385 .147 .593 .734 .074 .900 1.000 1.000 .093 1.000 .665 .734 .058 .798 .058 1.000 
a. tamaño de muestra = 2,000. 
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HGPS, Tukey HSDa,  Tamaño de muestra= 2,000 
alfa= 0.05 
Dias N 1 2 3 4 5 6 
.0 2 .000      
100.0 2 .000      
105.0 2 .000      
110.0 2 .000      
115.0 2 .000      
120.0 2 .000      
125.0 2 .000      
130.0 2 .000      
5.0 2 1.000 1.000     
10.0 2 2.000 2.000     
15.0 2 4.000 4.000 4.000    
20.0 2 6.000 6.000 6.000 6.000   
25.0 2 8.000 8.000 8.000 8.000   
30.0 2 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000  
35.0 2 12.000 12.000 12.000 12.000 12.000 12.000 
95.0 2 13.500 13.500 13.500 13.500 13.500 13.500 
40.0 2 14.000 14.000 14.000 14.000 14.000 14.000 
45.0 2  16.000 16.000 16.000 16.000 16.000 
50.0 2   17.750 17.750 17.750 17.750 
55.0 2    20.000 20.000 20.000 
60.0 2     24.150 24.150 
Sig.  .094 .052 .108 .094 .057 .052 
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Anexo 3 Curva Patrón Para Determinación de Proteína 
1. Curva patrón para determinación de proteínas método (ABC) 
y = 0,0002x + 0,0052
R2 = 0,9994
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0 500 1000 1500 2000 2500
Concentración de proínas en (mg/ml)
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óp
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(a
bs
or
ba
nc
ia
)
 
Longitud de onda: 562 nm 
Equipo: Espectofomtro uv-visible Ultramark, Image Sistem 
Técnica: ácido bicinconínico 
BSA Ug/ml Absorbancia 
2000 0,4 
1500 0,3 
1000 0,2 
750 0,2 
500 0,1 
250 0,1 
125 0,0 
25 0,0 
 
 
 
 
   Concentración de pr teínas g/ml) 
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Soluciones para Western Blot   
2. Gel de poliacrilamida al 12% 
Gel de 
corrido o 
separación:  
 
30% mezcla 
de 
arcrilamida y 
bisacrilamida  
 4ml 
1.5M de 
Tris-Hcl, 
0,4% SDS 
pH:8,0   
2,5ml 
10% de 
SDS  
 0,1ml 
10% APS 
0,1ml 
TEMED 
5ul 
Agua 
desionizada 
3.3 ml 
Gel de 
Staking 
30% mezcla 
de 
arcrilamida 
830ul  
1.5M de 
Tris-Hcl, 
0,4% SDS 
(sigma) 
pH:6,0   
630ul  
10% de 
SDS 
(Sigma)  
50ul 
10% APS 
50ul 
TEMED 
5ul 
Agua 
desionizada 
3.4 ml 
 
3. Buffer de transferencia 5x  800ml 
Tris-base 15,13g                     25mM 
Glicina    72,06g                     192mM 
Aforar con agua desionizada  800ml 
 
4. Buffer de transferencia 1x  1000ml 
Buffer de trasferencia 5x    160ml 
Metanol (J.T.Baker),          200ml 
Agua desionizada                640ml   
 
5. Buffer Salino TBS 10x  1000ml 
Tris-base   24.2g                       20mM 
Cloruro de sódio 80,1g            137mM 
pH:7,6 
Aforar con agua  desionizada 1000 ml 
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6. Buffer de Bloqueo     1000ml 
Leche descremada en polvo    100g   (10%) 
10xTBS                                   100ml (10%) 
Tween 20                                 2ml 
Aforar con agua  desionizada  1000 ml 
 
Persulfato amónico (SDS) (C12H25NaO4S; Mr = 288,38) (Sigma).   
Persulfato amónico (APS) (N2H8S2O8; Mr = 228,2) (Beaker Analise). 
TEMED, acrónimo de N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina(C6H16N2; Mr = 116,21). 
(Sigma)   
Tris, (hidroximetil) aminometano (C4H11NO3; Mr = 121,14) (J.T.Baker). 
Glicina o ácido aminoacético (C2H5NO2; Mr = 75,07) (Amersco). 
Acrilamida (C3H5NO; Mr = 71,08) (Biorad). 
Bisacrilamida, ó N,N'-metilenbisacrilamida (C7H10N2O2; Mr = 154,17) (Biorad).   
Metanol CH3-OH Mr =32,04 (J.T.Baker). 
Cloruro de sódio NaCl Mr =58,4 (Carlo Erba). 
Tween 20 C58H114O26 Mr = 1227,54 (Sigma). 
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Anexo 4 Consentimiento informado   
 
Hoja de información sobre consentimiento para la donación de 
tejido/muestra con fines de investigación  
Titulo del estudio: Análisis genético-molecular-célular del Síndrome 
Progeroide Neonatal (Síndrome de Widemann Rautenstrauch): relevancia 
como modelo para estudio del envejecimiento humano. 
Entidades financiadoras: COLCIENCIAS - Instituto Colombiano para el 
Desarrollo de la Ciencia y la Tecnología "Francisco José de Caldas" y 
Universidad Nacional de Colombia - División de Investigación Sede Bogotá.    
Investigador Principal: Dr. Humberto Arboleda Granados, Universidad 
Nacional de Colombia.    
Esta forma se hace con el propósito de solicitar su permiso para la colección de 
una o más piezas pequeñas de tejido (piel) y/o muestra de sangre como 
individuo para ser usado en investigaciones futuras que aporten  al 
entendimiento, tratamiento, diagnosis de enfermedades relacionadas con el 
proceso de envejecimiento.   
Procedimiento  
Se solicitara su permiso para el almacenamiento del tejido/muestra 
indefinidamente en las instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia. 
El material que decidiera donar será almacenado con su nombre, edad, género, 
grupo étnico e historial clínico de enfermedades. Cuando usted concede el 
permiso para que este material sea almacenado y usado en investigación, 
usted también está dando permiso para que los investigadores revisen su 
información médica con el fin de constatar su estado de salud y para realizar 
estudios con esta información. Este tejido no será usado en investigación a 
menos que el estudio que haga uso del mismo haya sido aprobado por los 
comités de ética respectivos que tiene la Universidad Nacional de Colombia.  
Duración: 
El material será almacenado indefinidamente y usted podrá ser contactado(a) 
para obtener información de su estado de salud. 
Riesgos: 
Existen algunos  riesgos inherentes al procedimiento de la toma de la muestra. 
Entre estos se incluye sangrado de la herida, infección, y posible daño al tejido 
anexo. Es importante resaltar que el procedimiento será realizado por un 
medico con experiencia en toma de muestras y con los implementos 
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necesarios para dicha labor. Con esto se pretende minimizar los riesgos 
anteriormente mencionados. 
Si usted decide conceder el permiso para la obtención y uso de su muestra el 
material que usted done será usado para investigación en biología célular y 
molecular. Las investigaciones tienen como objetivo identificar factores 
biológicos que contribuyan al proceso de envejecimiento humano y los 
problemas de salud asociados.    
Hay varias cosas que usted necesita saber antes de dar su consentimiento 
para la donación y uso de su muestra: 
Adicional a su nombre, existe otra información suya que estará conectada a la 
muestra donada. Por ejemplo, información acerca de su etnicidad, género e 
historial médico que pueden estar disponibles para los investigadores que 
están estudiando su muestra.  No se pretende con este estudio suministrar 
información biológica o genética del donante a su familia o a cualquier otra 
persona u organización protegiendo así la confidencialidad de los datos del 
donante. 
Usted tiene el derecho de rechazar o permitir que la muestra donada o sus 
derivados sean guardados o usados para investigaciones futuras. Usted puede 
retirar su participación en cualquier momento y retirar cualquier muestra 
derivada después de su retiro. 
La investigación biológica y específicamente la información genética genera 
preguntas difíciles acerca de informar al donante sobre cualquier resultado 
obtenido o de resultados futuros. Algunas personas se sienten ansiosas acerca 
de la posibilidad de tener un gen “defectuoso” que pueda representar riesgo 
para la persona o para sus hijos. Algunas personas desean saber acerca de 
cualquier hallazgo con respecto a su muestra; otras personas no. Los riesgos 
de no conocer lo que es encontrado incluyen no ser consciente de si hay un 
tratamiento para el problema que está siendo estudiado. Sin embargo, estos 
riesgos pueden cambiar dependiendo si hay un tratamiento o cura para una 
enfermedad en particular. La decisión final depende de la persona. 
Estos son los riesgos mejor conocidos y los retos que presenta la investigación. 
Puede sin embargo existir otros riesgos que no conozcamos aun.       
Costos y compensaciones  
Usted no será remunerado económicamente por la donación de su muestra. Al 
mismo tiempo la donación no implicará gasto alguno para usted por su 
participación   
 
 
 
                                                                         88 
                                                                      
Preguntas acerca del estudio  
Si Usted tiene alguna pregunta  acerca del estudio usted puede contactar a 
Dr. Humberto Arboleda Granados, Investigador Principal 
Instituto de Genética  
Universidad Nacional de Colombia, 
Bogotá, Colombia  
Teléfono: 3165000 ext 11613 
 
Declaración del participante : 
He recibido una explicación acerca del estudio mencionado arriba. Yo 
comprendo y consiento la donación de tejido/muestra como individuo l para ser 
usado en investigaciones médicas. Se me ha suministrado de esta forma para 
mi información. Si tengo cualquier pregunta acerca del estudio soy consciente 
de que puedo contactar a la persona mencionada arriba.    
__________________________________             
______________________________ 
Firma del Participante:      Fecha de la declaración:  
  
CC: 
 
 
 
 
